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The Pacific Journal of Adam Ewing 
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Do you hear the people sing, lost in the valley of the night? 
It is the music of a people who are climbing to the light. 
For the wretched of the earth, there is a flame that never dies. 
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…Then join in the fight that will give you the right to be free! 
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Abreviaturas 
2AA 2-Aminoacridona 
Ab Anticuerpo 
ABDV 2,2’-Azobis(2,4-dimetilvaleronitrilo) 
AcOH Ácido acético 
AEM Metacrilato de 2-aminoetilo 
AFM Microscopía de fuerza atómica 
Ag Antígeno 
AMPI Ampicilina 
ATR Reflectancia total atenuada 
ATRP Polimerización radicalaria por transferencia de 
átomos 
bAu Nanopartícula de oro ramificada 
BLS Método de mínimos cuadrados bivariados 
Boc-Phe-OH Boc-L-fenilalanina 
CAR Resina amplificada químicamente 
CAT1 Bromuro de 4-(2’,2’’,6’,6’’-tetrametilpiperidina-
1-N-oxil)trimetilamonio 
CCD Dispositivo de carga acoplada 
CIP Polímero improntado de control 
CIPR† Ciprofloxacino (CIP/CIPRO en algunos 
artículos) 
CL Quimioluminiscencia 
C-MIP Microesferas de MIP codificadas con cumarina-
30 
CRP Polimerización radicalaria controlada 
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
CV Coeficiente de variación 
DAN† Danofloxacino (DANO en algunos artículos) 
DLS Dispersión dinámica de luz 
DMF Dimetilformamida 
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DMSO Dimetilsulfóxido 
DOX† Doxiciclina (DOXY en algunos artículos) 
DPN Nanolitografía de escaneo por sonda 
DR Intervalo dinámico 
DVB Divinilbenceno 
EBL Litografía por haz de electrones 
ECL Electroquimioluminiscencia 
EDMA Dimetacrilato de etilenglicol 
ENRO† Enrofloxacino (ENR en algunos artículos) 
EPR Resonancia paramagnética electrónica 
EtOH Etanol 
FL Fluorescencia 
FLU† Flumequina (FLUME en algunos artículos) 
FRET Transferencia de energía por resonancia de 
Förster 
FRP Polimerización radicalaria libre 
FTIR Infrarrojos por transformada de Fourier 
GPC Cromatografía de permeación de gel 
HEMA Metacrilato de 2-hidroxietilo 
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico 
HPLC-(DAD/FLD) Cromatografía de líquidos de alta resolución – 
(con detección mediante un array de 
diodos/fluorescencia) 
HR-SEM Microscopía electrónica de barrido de alta 
resolución 
IC50 Concentración de analito que produce un 50% 
de inhibición en la unión del marcador 
IF Factor de impronta 
IR Infrarrojo 
LDV Velocimetría por láser Dopler 
LEV Levofloxacino 
LOD Límite de detección 
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LOQ Límite de cuantificación 
LSPR Resonancia de plasmón superficial localizado 
MAA† Ácido metacrílico (MA en algunos artículos) 
MAOS N-(metacriloiloxi)-succinimida 
MeCN† Acetonitrilo (ACN en algunos artículos) 
MeOH Metanol 
MFL Microscopía de fluorescencia 
MIP Polímero de impronta molecular 
MISPE Extracción en fase sólida con MIPs 
MPS Metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo 
NAF Nafcilina 
NFP Nanolitografía por pluma surtidora 
NIL Litografía por nanoimpresión 
NIP Polímero no improntado 
NMP Polimerización radicalaria mediada por 
nitróxidos 
NOR† Norfloxacino (NORF en algunos artículos) 
OXO Ácido oxolínico 
P Fosforescencia 
PCS Espectroscopia de correlación de fotones 
PD Polimerización directa 
PDI Índice de polidispersidad 
PDMS Poli(dimetilsiloxano) 
PENGS Penicilina G estreptomicina 
PGP Penicilina G procaína 
P(HEMA-co-AEM) Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo-co-metacrilato 
de 2-aminoetilo) 
P(HEMA-co-MAAEMA) Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo-co-metacrilato 
de 2-metacrilamidoetilo) 
PI Polimerización con un iniciador inmovilizado 
sobre la superficie de un soporte 
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P(MAA-co-MAAEMA) Poli(ácido metacrílico-co-metacrilato de 2-
metacrilamidoetilo) 
PMMA Poli(metacrilato de metilo) 
P(MMA-co-MAA) Poli(metacrilato de metilo-co-ácido metacrílico) 
PP Polimerización con grupos polimerizables 
inmovilizados sobre la superficie de un soporte 
P(SIMA-co-AEM) Poli(metacrilato de trimetilsililo-co-metacrilato 
de 2-aminoetilo) 
P(SIMA-co-MAAEMA) Poli(metacrilato de trimetilsililo-co-metacrilato 
de 2-metacrilamidoetilo) 
QD Punto cuántico 
QELS Dispersión de luz cuasi-elástica 
R123 Rodamina 123 
R6G Rodamina 6G 
RAFT Polimerización por transferencia de cadena con 
adición-fragmentación reversible 
RB Rodamina B 
RBA Ensayo de unión por radioligando 
RGB Rojo, verde y azul 
RMN Resonancia magnética nuclear 
R-NIP Microesferas de NIP codificadas con Ru(dip)3Cl2 
RSD Desviación estándar relativa 
Ru(dip)3Cl2 Dicloruro de tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina) 
rutenio (II) 
SAR Sarafloxacino 
SBSE Extracción por sorción sobre barra agitadora 
SEF Fluorescencia amplificada en superficie 
SEM Microscopía electrónica de barrido 
SERS Dispersión Raman amplificada en superficie 
SFRP Polimerización mediada por radicales libres 
estables 
SG Polimerización sol-gel 
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SIMA Metacrilato de trimetilsililo 
SLS Dispersión estática de luz 
SPE Extracción en fase sólida 
SPME Microextracción en fase sólida 
SPP Polaritones de plasmón superficial 
SPR Resonancia de plasmón superficial 
TEA† Trietilamina (Et3N en algunos artículos) 
TEM Microscopía electrónica de transmisión 
TEOS Ortosilicato de tetraetilo 
TFA Ácido trifluoroacético 
TGA Análisis termogravimétrico 
THF Tetrahidrofurano 
TIR Reflexión interna total 
TIRF Reflexión interna total de fluorescencia 
TLC Cromatografía en capa fina 
TRIM Trimetacrilato de trimetilolpropano 
UC Conversión ascendente 
UV Ultravioleta 
Vis Visible 
XPS Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por 
rayos X 
Símbolos 
〈𝐴〉 Constantes de acoplamiento de EPR 
𝐵 Fracción de analito unida a un polímero y, en 
ensayos competitivos, señal analítica de un 
análogo marcado en presencia de analito 
𝐵0 Señal analítica de un análogo marcado en 
ausencia de analito 
𝐵𝑚𝑎𝑥 Máximo valor asintótico de la señal analítica en 
un modelo de regresión logística de cuatro 
parámetros 
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𝐵𝑚𝑖𝑛 Mínimo valor asintótico de la señal analítica en 
un modelo de regresión logística de cuatro 
parámetros 
𝐵∞ 𝐵 – 0.02 𝐵 
𝑏 Pendiente de una recta 
𝐷0 Dosis umbral de entrecruzamiento 
𝐷50 Dosis límite de entrecruzamiento (sensibilidad) 
𝐷100 Dosis mínima de escritura para la obtención de 
motivos de espesor constante 
𝑑𝑔 Espesor de los motivos de una red de difracción 
dp Distancia efectiva de penetración de una onda 
evanescente 
𝐹 Fracción libre de analito en disolución 
ℎ Constante de Planck 
?̅? Afinidad aparente promedio en peso 
𝑘 Factor de retención 
k11 / k22 Constantes de autopropagación 
k12 / k21 Constantes de propagación cruzada 
𝑀𝑛 Peso molecular promedio en número 
𝑀𝑤 Peso molecular promedio en peso 
𝑀𝑧 Peso molecular promedio Z 
𝑀𝑧+1 Peso molecular promedio Z+1 
𝑁𝑖 Número de cadenas de polímero lineal 
?̅? Número aparente de sitios de unión 
n Índice de refracción 
𝑇 Transmitancia 
𝑡0 Tiempo muerto 
𝑡𝑟 Tiempo de retención 
α Coeficiente de atenuación óptica 
𝛤 Factor de llenado de una red de difracción 
γ Contraste de una resina 
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δ Desplazamiento químico 
𝛿𝑑  Contribución de las fuerzas dispersivas al 
parámetro de solubilidad de Hansen 
𝛿ℎ Contribución de los enlaces de hidrógeno al 
parámetro de solubilidad de Hansen 
𝛿𝑝 Contribución de las fuerzas polares al 
parámetro de solubilidad de Hansen 
ε Coeficiente de absorción molar 
ζ Potencial zeta 
η Eficiencia de difracción de una red polimérica 
θ Disolvente theta 
Ѳc Ángulo crítico 
Ѳi Ángulo de un haz incidente 
Ѳr Ángulo de un haz respecto a la normal 
Ѳs Ángulo de un haz reflejado 
λ Longitud de onda 
𝜐 Frecuencia 
?̅? Número de onda 
𝜎 Desviación estándar 
𝜏 Tiempo de correlación del movimiento de 
difusión rotacional de un electrón desapareado 
Φ Rendimiento cuántico de emisión de 
fluorescencia 
𝑥𝑝 Porosidad de un material 
𝜔𝐿𝑆𝑃𝑅 Frecuencia de plasma de una nanopartícula 
discreta 
𝜔𝑃 Frecuencia de plasma de un metal masivo 
𝜔𝑆𝑃𝑃 Frecuencia de plasma de una superficie 
metálica 
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Notas de formato 
1. Con objeto de homogenizar el criterio de nomenclatura a lo largo 
de la presente Tesis Doctoral, los decimales no serán indicados con 
comas, sino con puntos. 
 
2. Las referencias bibliográficas, gestionadas con el programa 
EndNote (v. X7.5, Thomson Reuters), se muestran en formato de la 
revista Chemical Science, de la Royal Society of Chemistry. 
 
3. Aunque los artículos han sido adaptados al formato de texto de la 
Tesis Doctoral, la numeración de Figuras, Tablas y Ecuaciones es 
exclusiva de cada publicación de forma individual, así como las 
referencias bibliográficas. Por motivos de copyright de las 
editoriales, que únicamente permiten la reproducción íntegra del 
contenido de cada artículo sin su modificación total o parcial, no 
ha sido posible numerar dichos elementos de forma consecutiva y 
homogénea respecto a los apartados de Introducción y Discusión 
integradora. Los permisos excluyen de estas condiciones a los 
elementos publicados, de acceso gratuito, en los materiales 
suplementarios respectivos. Por ello, se incluye esta sección, en el 
caso pertinente, como una extensión de dichos artículos. Así, si un 
trabajo concluye, por ejemplo, en la Figura 7, el primer elemento 
del material suplementario, en vez de ser numerado como Figura 
S1, se incluye como Figura 8. 
 
4. En relación al aspecto anterior, y ante la imposibilidad de cambiar 
el texto, algunas abreviaturas de los artículos no corresponden con 
las citadas en este índice, particularmente las concernientes a los 
antimicrobianos. Por ejemplo, el enrofloxacino es abreviado en la 
memoria como ENRO, mientras que en los trabajos aparece, en 
algunos de ellos, como ENR. De forma similar sucede con el 
ciprofloxacino, que en la memoria ha sido abreviado como CIPR 
aunque en los artículos se cita indistintamente como CIP o CIPRO. 
Nótese que, en este caso particular, la abreviatura CIP para 
designar al antibiótico puede resultar confusa, puesto que podría 
identificarse con el concepto de polímero control como referencia. 
Por este motivo, las abreviaturas en la sección de Publicaciones 
científicas son independientes del resto del texto, indicando en la 
presente lista de abreviaturas los casos concretos mediante †. 
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Nowadays, the interest in the detection and quantification of 
several low-molecular weight organic compounds, widely applied in 
daily life, has increased as some of them have demonstrated harmful 
effects on human health and the environment. These compounds 
include food additives, drugs used in clinical and veterinary medicines, 
sometimes misleadingly, and even both waste and by-products related 
to human or industrial activities. The total amount of molecules 
showing toxic, harmful or carcinogenic properties and, in general, with 
negative impact on the health of living organisms, has dramatically 
grown during the last years. Thus, competent authorities work hard on 
the development of new severe legislations to minimize the impact of 
these compounds at different levels. In that sense, the use of chemical 
sensors for real-time detection of these analytes in different kind of 
samples ensures that the laws are obeyed, and the legislation objectives 
are fulfilled. 
 Molecularly imprinted polymers (MIPs) are synthetic and selective 
recognition materials which show interesting advantages over biological 
molecules for the development of chemical sensors, such as ease of 
preparation, low cost, durability, robustness, and with the recognition 
properties of natural receptors. However, they also exhibit some 
drawbacks such as the limited recognition in aqueous media, lower 
affinity constants towards the template molecule compared to their 
biological counterparts, cross-reactivity to structurally related 
compounds and relatively long incubation times required to reach a 
stable signal. 
The papers included herein report on different strategies for the 
synthesis of MIP-based micro/nanostructured materials, as well as on 
their characteristics and their application as selective recognition 
elements in the development of optical sensors. 
The first paper (Sensors and Actuators B, 2012, 161, 607– 614) 
describes the synthesis and characterization of a MIP-based diffraction 
grating fabricated by a microcontact printing process for its application 
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as integrated-optic photonic material for the detection of antimicrobial 
enrofloxacin (ENRO). Initially, the new material was optically 
characterized using two transmission methods: Vis-IR 
spectrophotometry and measurement of the diffraction efficiency of the 
MIP-based gratings. As a result, the refraction index, optical 
attenuation and porosity of the material were obtained. On the other 
hand, the response of the MIP towards ENRO and other structurally 
related compounds to this analyte was evaluated from the optical 
diffraction measurements, proving the polymer selectivity. However, the 
material showed a long response time (48 h), due to the high cross-
linking degree of the polymeric matrix, and a small dynamic range (0 – 
70 µM). The final section of this work includes a modelling study for the 
design of integrated MIP-based optical sensors. 
The second, third and fourth papers combine different studies in 
the synthesis of micro- and nanofabricated polymeric materials by 
advanced lithographic techniques, particularly electron beam 
lithography (EBL). Thus, the second paper (Material Letters, 2012, 88, 
93–96) reports on the preparation of negative-tone resist poly(methyl 
methacrylate) (PMMA)-based patterned structures with high electron 
irradiation doses. These PMMA arrays consisted of both solid squares 
and 2D-line square gratings of 50 × 50 µm2 that showed an unexpected 
intrinsic luminescence, with a maximum emission wavelength at 484 
nm, and the emission intensity increased, linearly, with irradiation dose. 
Raman spectroscopy revealed the formation of conjugated double bonds, 
in the form of olefinic chains, which were probably responsible for 
material luminescence after EBL process. From a practical point of view, 
this aspect was a significant drawback for the application of this 
material and the polymerization methodology in the development of 
optical sensors, as analytes’ optical signals could be overlapped by the 
intrinsic luminescence, hindering their detection. However, this 
phenomenon can be exploited to fabricate luminescent nanostructures 
for different applications in nanophotonics, sensors, labels, etc. 
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The third paper (Journal of Material Chemistry C, 2013, 1, 1392–
1398) describes the preparation of a new linear copolymer, autocross-
linkable in the absence of chemical additives, behaving as a high-
sensitive non-amplified negative-tone EBL resist. The resist, poly(2-
hydroxyethyl methacrylate-co-2-methacrylamidoethyl methacrylate) 
(P(HEMA-co-MAAEMA)), was synthesized using 2-hydroxyethyl 
methacrylate (HEMA) and 2-aminoethyl methacrylate (AEM) by free 
radical polymerization. The latter monomer was further functionalized 
to introduce double bonds within the chain of the linear copolymer thus 
introducing the functionality 2-methacrylamidoethyl methacrylate 
(MAAEMA) responsible for the cross-linking capability. Pre-
polymerization mixtures were deposited, in the form of films, onto 
silicon substrates by spin-coating technique. Film thicknesses oscillated 
from 50 nm to 1.5 µm, depending on the copolymer dilution and 
spinning speed. After lithographic process, structural characterization 
of the polymerized patterns showed that copolymer behaves as a dual-
tone EBL resist, negative or positive, depending on the electronic dose. 
Exposed resist patterns showed good adherence to silicon substrates 
without the assistance of adhesion promoters or thermal treatments. 
Low contrast (1.2) and threshold dose (0.5 µC/cm2) pointed out that the 
synthesized polymeric chains were particularly suitable for achieving 
grey (3D) lithography. Other relevant properties of the micro/nano-
patterned structures using this e-beam resist were optical transparency 
and visible photoluminescence at low electronic doses. 
The second and third papers paved the way for the synthesis of 
MIPs by the EBL technique. In the fourth paper (Journal of Material 
Chemistry C, 2014, 2, 1400–1403), a new resist for the fabrication of 
nanostructured MIPs by this lithography was prepared. The synthetic 
approach of the resist was similar to that described in the third paper, 
substituting HEMA by (trimethylsilyl)methacrylate (SIMA). After 
copolymerization of AEM and SIMA, the latter monomer was hydrolyzed 
in an acidic aqueous media, introducing carboxylic acid moieties within 
the polymer chain capable of interacting and establishing hydrogen 
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bonds with selected template molecule, rhodamine 123 (R123). This 
molecule includes a suitable chemical structure and chemical 
composition for both interacting with mixture components through 
hydrogen bond and showing fluorescence emission. In that sense, its 
interaction with lithographied patterns can be easily monitored using 
fluorescence microscopy. On the other hand, its emission spectrum falls 
in the red-region of the visible range, thus avoiding the blue intrinsic 
luminescence of the polymeric patterns if appropriate optics are applied. 
This was the first demonstration of a nanostructured MIP patterned by 
EBL direct writing with an electron beam. Similar to P(HEMA-co-
MAAEMA), the developed resist showed an electronic dose-dependent 
dual-tone behaviour in EBL. 
Polymer patterns fabricated using the negative-tone of the resist 
in the presence of R123 did not show fluorescence, probably due to the 
degradation of analyte molecules during their irradiation with electron 
beam. Using the copolymer as a positive-tone EBL resist, the polymeric 
nanopatterns can be fabricated by irradiating the surrounding film 
around them, delimiting their contours. However, this process requires 
long exposition times to electron beam in order to remove a large 
amount of resist, thereby increasing the fabrication costs. As a 
consequence, the sensors were fabricated using photolithography ( = 
250 nm)  to fabricate the MIP patterns. After a washing step with THF, 
the mixture was thermally cross-linked. The recognition ability and 
selectivity of the MIP towards other structurally related analogues of 
R123 were evaluated using fluorescence microscopy, yielding a 
detection limit (LOD) of 92 nM and negligible cross-reactivity. One of the 
main drawbacks of the developed sensors was the (relatively) large 
response time (3 h), attributed to the high cross-linking degree of the 
polymer patterns.  
The fifth paper (ACS Applied Materials and Interfaces, 2015, 7, 
10966 − 10976) describes the synthesis of monodisperse and size-
controlled MIP microspheres by a one-step precipitation-polymerization 
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process. In this work, the effect of the type and amount of cross-linker 
in the size and shape of the particles was evaluated by a statistical 
mixture design, i.e., simplex centroid design. Methacrylic acid, HEMA, 
acetonitrile and ENRO were selected as functional monomer, 
hydrophilic co-monomer, porogenic solvent and template molecule, 
respectively. The effect of three cross-linkers, i.e., ethylene glycol 
dimethacrylate, divinylbenzene and trimethylolpropane trimethacrylate, 
in the morphology and dispersion of the MIPs was studied. Morphology 
of the microspheres was characterized by scanning electron microscopy 
and their size by dynamic light scattering. On the other hand, the 
porosity of synthesized MIPs was estimated by N2 
adsorption/desorption experiments, and the polarity and microviscosity 
of the selective and non-selective binding sites were characterized by 
electron paramagnetic resonance spectroscopy. The binding 
characteristics and selectivity of the optimized MIP against ENRO and 
other structurally related and non-related antibiotics were evaluated 
using chromatographic techniques. 
This work was the starting point of the sixth paper (Chemical 
Science, 2015, 6, 3139–3147), where the optimized MIP microspheres 
were used to develop a fiber-optic based sensor to analyze ENRO in 
blood serum. Both MIP and non-imprinted polymer (NIP) microparticles 
were fluorescently encoded with molecules showing different emission 
wavelengths. The new MIP-based sensing platform was based on an 
optical ﬁber bundle containing approximately 50000 individual 3.1 µm-
diameter ﬁbers. The fibers were chemically etched to create microwells 
(ca. 3 µm) where the encoded MIP and NIP microspheres were deposited 
and imaged using a ﬂuorescence microscope. The method enabled 
multiplexed detection by independently measuring both polymers with 
two excitation/emission combination wavelengths. The analysis of 
ENRO was achieved by a competitive fluoroimmuno-like assay using a 
novel red-ﬂuorescent dye-labelled ENRO (𝜆𝑚𝑎𝑥
𝑒𝑚  = 624 nm) that competed 
with ENRO for the binding sites. The developed assay displayed a LOD 
and a dynamic range of 40 nM and 0.29 – 21.54 µM, respectively. The 
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selectivity of the optical sensor was evaluated by measuring the cross-
reactivity to different interferents, and was applied to analyze ENRO in 
sheep serum samples. These results demonstrated, for the ﬁrst time, 
the application of a MIP for the development of multiplexed sensors 
based on ﬁber-optic microarrays. Nevertheless, the main drawback of 
this kind of assays is the synthesis of a fluorescent analogue of the 
analyte for its implementation in the competitive assay as a mandatory 
requirement. 
In order to overcome this limitation, and decrease the response 
time of the sensor, different synthetic strategies were evaluated to allow 
the development of MIP-based devices for direct (label-free) analysis of 
ENRO. In that sense, fabrication of nanometric MIP layers through 
RAFT-controlled radical polymerizations onto the surface of a gold-core 
silica-shell (Au@SiO2) nanocomposite was proposed to favour analyte 
diffusion to selective binding sites of MIP. The last work included in this 
Thesis (Multi-branched gold-mesoporous silica nanoparticles coated with 
molecularly imprinted polymer for label-free antibiotic SERS analysis, 
submitted to Chemistry of Materials) reports on the synthesis and 
characterization of gold-branched nanoparticles as cores coated with 
mesoporous silica gel layers as shells, that favor the catalytic branching 
from the initial gold nanospheres used as seeds, and the further 
anchorage of MIPs onto these composite materials (Au@SiO2@MIP). 
Core-shell nanoparticles showed a significant enhancement of the 
ENRO Raman signals attributable to the surface enhanced Raman 
scattering (SERS) mechanism, as a consequence of the localization of 
the binding sites near the hot spots created within the gold branches of 
the metallic nanoparticle. The LOD of the sensor was 1.5 nM of ENRO, 
two orders of magnitude lower than other reported Au@MIP-based SERS 
nanosensors, the time required to reach the stationary signal was 10 
min and the cross-reactivity was negligible. 
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En la actualidad, existe un interés creciente en la detección y 
cuantificación de una gran variedad de compuestos orgánicos, de bajo 
peso molecular, que se utilizan en la vida cotidiana y que han demostrado 
ser peligrosos tanto para la salud del ser humano como para el 
medioambiente. Estos compuestos incluyen aditivos utilizados en 
alimentos, fármacos empleados tanto en medicina clínica como 
veterinaria, en ocasiones de forma fraudulenta, y productos secundarios 
o residuales asociados a las actividades humanas e industriales. Así, la 
lista de moléculas con potenciales propiedades tóxicas, nocivas, 
carcinógenas y, en general, con un impacto negativo en la salud de los 
organismos vivos, no ha parado de crecer en los últimos años. Por todo 
ello, las autoridades competentes trabajan en el desarrollo de nuevas 
legislaciones que permitan minimizar el impacto de estos compuestos a 
todos los niveles. En este sentido, el empleo de sensores químicos puede 
ser de gran utilidad para monitorizar, en tiempo real, la presencia de 
estas especies en distintos tipos de muestras y confirmar que, 
efectivamente, se cumplen las normas establecidas en la legislación. 
 Los polímeros de impronta molecular (MIPs) son materiales 
sintéticos de reconocimiento selectivo que presentan interesantes 
ventajas frente a las moléculas biológicas, para el desarrollo de sensores 
químicos, tales como: facilidad de preparación, bajo precio, durabilidad, 
robustez y propiedades de reconocimiento similares a los receptores 
naturales. Sin embargo, también presentan ciertas desventajas: limitado 
reconocimiento en medios acuosos, menores constantes de afinidad que 
los receptores biológicos, reactividad cruzada frente a compuestos 
estructuralmente relacionados y tiempos de incubación relativamente 
largos para alcanzar una señal estable. 
Los trabajos de investigación incluidos en esta memoria describen 
diferentes estrategias para la fabricación de micro- y nanoestructuras 
basadas en MIPs, así como la caracterización de los materiales 
sintetizados y su aplicación como elementos de reconocimiento selectivo 
en el desarrollo de sensores ópticos. 
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En el primer artículo (Sensors and Actuators B, 2012, 161, 607– 
614) se presenta la síntesis y caracterización de una red de difracción 
basada en MIPs, obtenida a partir de un proceso de microlitografía por 
contacto, y su empleo como material fotónico en óptica integrada para la 
determinación del antibiótico enrofloxacino (ENRO). Inicialmente, se llevó 
a cabo la caracterización óptica del nuevo material empleando dos 
métodos de transmisión: espectrofotometría Vis-IR y midiendo la 
eficiencia de difracción de las redes obtenidas con el polímero. Estas 
medidas permitieron determinar el índice de refracción del material, la 
atenuación óptica y su porosidad. Por otra parte, se evaluó la respuesta 
del MIP frente al ENRO, y otros análogos relacionados estructuralmente 
con el antimicrobiano, mediante medidas de difracción óptica, que 
permitieron confirmar la selectividad del polímero sintetizado. Sin 
embargo, el material mostró largos tiempos de respuesta debido al 
elevado grado de entrecruzamiento de la red polimérica (48 h), así como 
un intervalo dinámico limitado (0 – 70 µM). La parte final del trabajo 
incluye un estudio de modelización dirigido al diseño de sensores ópticos 
integrados basados en MIPs. 
El segundo, tercer y cuarto artículos combinan diferentes estudios 
relativos a la micro y nanofabricación de materiales poliméricos 
empleando técnicas litográficas avanzadas, concretamente mediante 
litografía por haz de electrones (EBL). En el segundo artículo (Material 
Letters, 2012, 88, 93–96) se describe la obtención de estructuras basadas 
en el polímero comercial poli(metacrilato de metilo) (PMMA) usado como 
resina negativa a elevadas dosis electrónicas. Los motivos fabricados 
consistieron en cuadrados sólidos y cuadrados basados en un entramado 
de líneas, ambos de 50 × 50 µm2. Los motivos de PMMA presentaban una 
fluorescencia intrínseca no esperada inicialmente, con un máximo de 
emisión centrado en 484 nm, cuya intensidad aumenta de forma 
prácticamente lineal con la dosis de irradiación. Los estudios de 
espectroscopia Raman permitieron identificar la formación de dobles 
enlaces conjugados, en forma de cadenas olefínicas, que serían 
responsables de la luminiscencia observada en el material tras el proceso 
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de escritura por haz de electrones. Desde el punto de vista práctico, esto 
supone un grave inconveniente para la aplicación de este material y del 
método de polimerización al desarrollo de sensores ópticos, ya que 
dificulta la medición de la señal óptica debida a analitos de interés que 
emitan en la misma región. Sin embargo, el fenómeno observado es de 
gran relevancia para la fabricación de nanoestructuras luminiscentes 
aplicadas en nanofotónica, sensores, etiquetas, etc. 
En el tercer artículo (Journal of Material Chemistry C, 2013, 1, 
1392–1398) se describe la preparación de un nuevo polímero lineal, auto-
entrecruzable en ausencia de aditivos químicos, que se comporta como 
una resina de EBL de tono negativo, no amplificada y de elevada 
sensibilidad. El polímero, poli(metacrilato de 2-hidroxietilo-co-
metacrilato de 2-metacrilamidoetilo) (P(HEMA-co-MAAEMA)), se obtuvo a 
partir de la copolimerización radicalaria libre de los monómeros 
metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) y metacrilato de 2-aminoetilo (AEM). 
El segundo monómero se modificó químicamente para introducir dobles 
enlaces en la cadena del copolímero lineal, obteniendo la funcionalidad 
metacrilato de 2-metacrilamidoetilo (MAAEMA) responsable de su 
capacidad de entrecruzamiento. Se depositaron películas de la mezcla de 
prepolimerización sobre substratos de Si mediante la técnica de spin-
coating. Los espesores de las películas variaron entre 50 nm y 1.5 µm, 
dependiendo del grado de dilución de las mezclas y de la velocidad de 
espineado. Una vez llevado a cabo el proceso litográfico, la caracterización 
estructural de los motivos demostró que el copolímero actúa como una 
resina de EBL de doble tonalidad, comportándose como positiva o como 
negativa en función de la dosis electrónica empleada. Los motivos escritos 
mostraron una buena adhesión al substrato sin necesidad de adicionar 
promotores de la adherencia o emplear tratamientos térmicos adicionales. 
La baja dosis umbral de entrecruzamiento (0.5 µC/cm2) y su contraste 
(1.2) indicaron que este copolímero es adecuado para la fabricación de 
estructuras nanométricas tridimensionales mediante litografía grey-tone 
o 3D. Otras características de los motivos obtenidos con esta resina 
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fueron su elevada transparencia óptica y la fotoluminiscencia intrínseca, 
observada en el visible, para bajas dosis electrónicas. 
El segundo y tercer artículos sentaron las bases para la fabricación 
de MIPs mediante EBL. En el cuarto trabajo (Journal of Material 
Chemistry C, 2014, 2, 1400–1403) se llevó a cabo la síntesis de una 
nueva resina para la fabricación de MIPs nanoestructurados empleando 
esta técnica. La aproximación sintética fue similar a la descrita en el 
tercer artículo, sustituyendo el HEMA por metacrilato de trimetilsililo 
(SIMA). A partir de este monómero, fácilmente hidrolizable en medio ácido 
acuoso, se introducen en la cadena polimérica grupos ácido carboxílico 
que pueden interaccionar mediante enlaces de hidrógeno con la molécula 
plantilla seleccionada para el estudio, la rodamina 123 (R123). Esta 
molécula presenta una estructura molecular y composición química 
adecuada para, además de interaccionar por enlace de hidrógeno con los 
componentes de la mezcla, presentar emisión fluorescente. De esta forma, 
su interacción con las estructuras obtenidas por litografía puede 
evaluarse fácilmente mediante microscopía de fluorescencia. Por otra 
parte, su espectro de emisión se extiende hasta el rojo de forma que, 
empleando la óptica adecuada, es posible monitorizar su presencia 
midiendo en esta región, eliminando así la fotoluminiscencia intrínseca 
en la región azul debida a la matriz polimérica. Este trabajo es la primera 
aportación descrita en la bibliografía en la que se demuestra la 
preparación de MIPs nanoestructurados, escritos de forma directa 
mediante EBL. Al igual que el P(HEMA-co-MAAEMA), la resina 
desarrollada mostró un comportamiento dual en EBL, dependiente de la 
dosis electrónica empleada.  
Los motivos obtenidos en tonalidad negativa, en presencia de la 
R123, no mostraron una fluorescencia significativa tras su fabricación, 
lo que indicaría una probable degradación de las moléculas de R123 al 
ser irradiadas con electrones. Cuando se emplea la mezcla con tonalidad 
positiva, los motivos se definen eliminando, por irradiación, el área de 
película que los rodea, es decir, su contorno. Este proceso requiere largos 
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tiempos de irradiación, lo que incrementa el coste de su fabricación. Es 
por ello que, para la fabricación de las fases sensoras, se utilizó la 
fotolitografía ( = 250 nm) como técnica alternativa para la definición de 
los motivos de MIP. Tras una etapa de lavado con THF, la mezcla se 
entrecruzó por tratamiento térmico. La capacidad de reconocimiento y la 
selectividad del MIP hacia otros análogos estructurales de la R123 se 
evaluó mediante microscopía de fluorescencia, obteniendo un límite de 
detección (LOD) de 92 nM y una nula reactividad cruzada. Uno de 
principales inconvenientes de las fases sensoras desarrolladas 
empleando esta aproximación es el (relativamente) largo tiempo de 
respuesta (3 h), atribuido al elevado grado de entrecruzamiento de los 
motivos poliméricos obtenidos.  
El quinto artículo (ACS Applied Materials and Interfaces, 2015, 7, 
10966−10976) describe la síntesis de microesferas de MIP monodisperas 
y de tamaño controlado, mediante un proceso de polimerización por 
precipitación en un único paso. En este trabajo se evaluó el efecto del 
tipo y cantidad de entrecruzante en la forma y el tamaño de las partículas 
mediante un diseño estadístico de mezclas. El ácido metacrílico, HEMA, 
acetonitrilo y ENRO se seleccionaron como monómero funcional, 
comonómero hidrofílico, porógeno y molécula plantilla, respectivamente. 
Se evaluó el efecto de tres entrecruzantes, dimetacrilato de etilenglicol, 
divinilbenceno y trimetacrilato de trimetilolpropano, en la morfología y 
dispersidad de los MIPs. La morfología de las microesferas obtenidas se 
caracterizó mediante microscopía electrónica de barrido y su tamaño 
mediante dispersión dinámica de luz. Por otro lado, la porosidad de los 
MIPs sintetizados se estimó mediante experimentos de 
adsorción/desorción de N2, y la polaridad y la microviscosidad de los 
sitios de unión, selectivos y no selectivos, se caracterizó mediante 
espectroscopia de resonancia paramagnética electrónica. Las 
propiedades de reconocimiento y la selectividad de los MIPs optimizados, 
hacia el ENRO y otros antibióticos, relacionados o no estructuralmente 
con él, se determinaron empleando técnicas cromatográficas.  
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Este trabajo supuso el preámbulo del sexto artículo (Chemical 
Science, 2015, 6, 3139–3147) en el que las microesferas optimizadas de 
MIP se emplearon para el desarrollo de un sensor basado en fibra óptica 
para el análisis de ENRO en suero sanguíneo. Las partículas de MIP y las 
partículas no improntadas, NIP, se codificaron con dos moléculas 
fluorescentes con una emisión diferenciada. La plataforma sensora 
desarrollada para esta aplicación consistió en un haz de 50000 fibras 
individuales, con un diámetro de 3.1 µm. Las fibras se trataron 
químicamente para crear micropocillos, de aproximadamente 3 µm de 
diámetro, en los que se depositaron las microesferas codificadas de MIP 
y NIP que, posteriormente, fueron monitorizadas en un microscopio de 
fluorescencia. Este método permitió la detección simultánea de ambas 
partículas empleando diferentes longitudes de onda de 
excitación/emisión. El análisis del ENRO se llevó a cabo empleando un 
pseudo-inmunoensayo competitivo de fluorescencia utilizando un 
análogo fluorescente del analito que presenta un máximo de emisión 
centrado en 624 nm. El ensayo mostró un LOD de 40 nM y un intervalo 
dinámico de 0.29 – 21.54 µM. La selectividad del sensor se evaluó a partir 
de un estudio de reactividad cruzada frente a otros interferentes. 
Finalmente, el sensor se empleó para el análisis de muestras de suero de 
oveja tratadas con el antibiótico. Estos resultados demostraron, por 
primera vez, la aplicación de un MIP para el desarrollo de sensores 
multiplexados basados en fibra óptica. No obstante, la necesidad de 
sintetizar un homólogo fluorescente del analito de interés es una de las 
principales limitaciones de este tipo de ensayos.  
Para soslayar este inconveniente, y reducir los tiempos de 
respuesta del sensor, se evaluaron distintas estrategias sintéticas que 
permitieran el desarrollo de dispositivos para la determinación directa de 
ENRO basados en MIPs (método label-free). Para favorecer el transporte 
del analito a las cavidades selectivas del polímero se propuso la síntesis 
de capas nanométricas de MIP, empleando polimerizaciones radicalarias 
controladas de tipo RAFT, sobre la superficie de un nanocompuesto 
basado en un núcleo de oro recubierto con gel de sílice (Au@SiO2). Así, el 
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último trabajo incluido en la memoria de Tesis (Multi-branched gold-
mesoporous silica nanoparticles coated with molecularly imprinted 
polymer for label-free antibiotic SERS analysis, enviado a Chemistry of 
Materials) describe la síntesis y caracterización de nanopartículas 
ramificadas de oro, recubiertas de un gel de sílice mesoporoso que 
permite la ramificación catalítica a partir de la nanoesfera de oro inicial 
empleada como núcleo, y la posterior síntesis del MIP sobre este material 
compuesto (Au@SiO2@MIP). Las partículas núcleo-recubrimiento 
originaron un incremento significativo de las señales Raman del ENRO, 
atribuido al mecanismo de dispersión Raman amplificada en superficie 
(SERS) como consecuencia de la localización de los sitios de unión del 
antibiótico cerca de los puntos calientes, o hot spots, generados entre las 
ramificaciones de oro de la nanopartícula metálica. El sensor presentó 
un LOD de 1.5 nM, dos órdenes de magnitud inferior al encontrado en 
otros nanosensores SERS basados en partículas Au@MIP, un tiempo de 
respuesta de 10 min y una reactividad cruzada despreciable frente a otros 
antibióticos. 
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5.1. Sensores químicos 
 La investigación en sensores y biosensores químicos es una de las 
áreas de mayor interés dentro de la Química Analítica, a juzgar por la 
extensa producción científica y las novedades comerciales que aparecen 
cada año relacionadas con este tema. Además, estos dispositivos están 
alcanzando un extraordinario grado de sofisticación con el fin de incluir 
un número creciente de aplicaciones en entornos tan diversos como la 
industria, el medioambiente, la seguridad personal y colectiva, o la 
seguridad alimentaria, entre otros. Por otra parte, la investigación 
actual en este campo promete importantes mejoras en aspectos tales 
como la sensibilidad, la selectividad o los tiempos de respuesta de los 
sensores, así como una importante disminución de los costes de 
fabricación a mediana y gran escala. Cabe esperar que estas mejoras, 
combinadas con los recientes avances en el campo de la telefonía móvil 
y su fusión con las tecnologías de la información y la computación, 
tengan un impacto notable en el desarrollo de nuevos (bio)sensores 
químicos que permitan garantizar, en un futuro no muy lejano, tanto 
nuestra seguridad doméstica y laboral como nuestra salud y la del 
medio que nos rodea. 
5.1.1. Definición de sensor 
En 1991, la IUPAC definió un sensor químico como un dispositivo 
que transforma la información química de una muestra, desde la 
concentración de un componente específico hasta su composición total, en 
una señal analítica útil.1 En contraposición, un sensor físico es todo 
aquel dispositivo que proporciona información sobre una propiedad 
física del sistema. 
Resulta difícil enunciar una definición exacta y universal de lo 
que es un sensor químico. Según el diccionario de Cambridge, se trata 
de un dispositivo analítico miniaturizado que permite obtener información 
de forma continua y en tiempo real sobre la presencia de un compuesto 
específico o de un ion en una muestra compleja. En 1990, O. Wolfbeis2 
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definió los sensores químicos como dispositivos miniaturizados 
compuestos de un elemento de reconocimiento, un elemento transductor y 
un procesador de señal, capaces de medir una concentración química de 
forma continua y reversible. Posteriormente, en 1997, R. W. Catterall3 
introdujo en la definición el concepto de selectividad, describiendo un 
sensor químico como todo aquel dispositivo que responde a un analito 
particular, de modo selectivo, a través de una reacción química y que 
puede emplearse para la determinación cuantitativa o cualitativa de 
dicho analito.  
Actualmente, existe cierta controversia sobre la utilización de este 
término, especialmente en el ámbito de la Química Orgánica. Así, 
muchos autores denominan sensores químicos a los indicadores 
moleculares diseñados para interaccionar selectivamente con la especie 
de interés. Sin embargo, la mayoría de ellos no se han aplicado al 
desarrollo de un auténtico sensor, de acuerdo a las definiciones 
recogidas anteriormente.4 Análogamente, algunos protocolos analíticos 
se denominan en bibliografía como sistemas sensores, aunque no se 
utilicen estos dispositivos en condiciones reales de análisis.  
Mientras que los sensores químicos adquieren la información de 
manera continua, un sistema sensor obtiene la información de manera 
discontinua. Desde el punto de vista más purista, únicamente deberían 
ser considerados como sensores los primeros, independientemente de 
que los últimos puedan automatizarse y operar sin supervisión durante 
largos periodos de tiempo.5 No obstante, algunos autores defienden que 
esta es una característica innecesaria siempre que se cumplan otros 
requisitos indispensables, con independencia de su capacidad de medir 
en continuo o discontinuo.6 
Según la IUPAC,1 los sensores químicos están formados por dos 
unidades funcionales básicas: una parte receptora, o elemento de 
reconocimiento, y otra parte transductora, o transductor. En ocasiones, 
algunos pueden incluir un separador físico entre ambas (Figura 1). 
Mientras que la parte receptora se encarga de transformar la 
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información química en una forma de energía, el transductor, que en 
principio no posee ningún tipo de selectividad, es el responsable de 
transformar dicha energía en una señal analítica medible. El sensor 
químico es un componente esencial de los analizadores que, además de 
contener el sensor, integran otros dispositivos que llevan a cabo 
funciones como el muestreo, el transporte de muestra y el procesado de 
la señal y los datos. A su vez, este puede estar automatizado y seguir un 
plan de muestreo en función del tiempo. 
 
Figura 1. Componentes y mecanismo de funcionamiento de un sensor químico.7 El 
elemento de reconocimiento interactúa selectivamente con el analito de interés dando 
lugar a la señal analítica. 
Existen diversas formas de clasificar los sensores químicos, 
principalmente en función de la naturaleza del elemento de 
reconocimiento (5.1.2.) y del principio de medida del transductor (5.1.3.). 
Además, estos dispositivos también se pueden clasificar, por ejemplo, 
en función de su aplicación para determinar ciertos analitos, como los 
sensores de pH, iones metálicos o gases; por el tipo de ensayo analítico 
que permiten desarrollar; o en función del modo de interacción entre los 
analitos y el elemento de reconocimiento.8 
Cuando el elemento de reconocimiento selectivo es una 
biomolécula reciben el nombre de biosensores.9 A nivel celular, la 
mayoría de los procesos bioquímicos son el resultado de una 
interacción química específica entre determinados componentes 
Elemento de 
reconocimiento
Transductor
Separador
Amplificador
Procesador
Analitos
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celulares y otras especies químicas, por lo que no es de extrañar que 
estos componentes se utilicen como elementos de reconocimiento para 
el desarrollo de biosensores.10 
Considerando lo expuesto anteriormente, la gran mayoría de la 
comunidad científica está de acuerdo respecto a las características 
“deseables” que debe presentar un sensor químico:7 
 Selectividad. Es la característica más importante de los sensores, 
su capacidad de discriminar entre compuestos diferentes gracias 
al empleo de un elemento de reconocimiento, aunque, en 
ocasiones, el transductor puede contribuir. 
 Sensibilidad. Se requieren límites de detección, por lo general, 
por debajo de concentraciones en el intervalo milimolar e incluso 
femtomolar. 
 Precisión. La desviación estándar relativa debe ser inferior al 5%. 
 Tiempo de respuesta. Lo más corto posible y, si es viable, en 
tiempo real. 
 Tiempo de recuperación. Es necesario minimizar el tiempo 
requerido para que el sensor esté preparado para analizar la 
siguiente muestra, que no debe superior a unos minutos. 
 Tiempo de vida útil. Suele estar determinado por la estabilidad 
del material del elemento de reconocimiento. Cuando se emplean 
elementos de reconocimiento biológicos suele ser corto, aunque 
lo deseable es que el sensor sea estable durante meses. 
 Reutilización. Que pueda realizar medidas consecutivas de la 
misma o distintas muestras. 
 Bajo coste. Siempre se busca la posibilidad de fabricar el 
dispositivo a gran escala de manera que tanto el coste de 
producción como el de mantenimiento sea el mínimo posible. 
 Sencillez. Cualquier persona, incluso no cualificada, debería ser 
capaz de manipularlo. 
 Portabilidad. Que ofrezca la posibilidad de ser transportado 
fácilmente con objeto de realizar medidas de campo. 
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 Automatizable y miniaturizable. Para poder ser adaptado 
fácilmente a sistemas en línea. 
 Multi-analito. Con la posibilidad de medir distintos componentes 
dentro de una misma muestra de forma simultánea. 
5.1.2. Elementos de reconocimiento 
El reconocimiento molecular se refiere a una unión específica no 
covalente entre dos moléculas. Una de ellas puede ser un indicador 
químico o una macromolécula y la otra, el compuesto a analizar. Esta 
unión está gobernada por interacciones de distinta naturaleza como el 
enlace de hidrógeno, la coordinación con metales, fuerzas hidrofóbicas, 
fuerzas de van der Waals, interacciones , interacciones 
electrostáticas, fuerzas de inducción y dispersión, y la repulsión 
interatómica derivada del principio de exclusión de Pauli.11 
Como se ha indicado anteriormente, para la fabricación de los 
sensores, hoy en día, se consideran varios aspectos fundamentales: 
presentar una alta selectividad y sensibilidad, una óptima relación 
coste-efectividad y una gran estabilidad a lo largo del tiempo. Estas 
características han mejorado en los últimos tiempos gracias a la 
aparición de nuevos elementos de reconocimiento y a la aplicación de la 
Nanotecnología, lo que ha permitido un progreso significativo en el 
campo de los nanosensores.12 
Desde 1962, cuando apareció el primer biosensor de glucosa, se 
han desarrollado gran cantidad y variedad de sensores químicos y 
biosensores. La Figura 2 muestra la progresión del número de 
publicaciones, entre los años 2000 y 2015, en relación al empleo de 
distintos elementos de reconocimiento para el desarrollo de estos 
dispositivos. 
Durante mucho tiempo, los elementos de reconocimiento 
biológicos, tales como enzimas o anticuerpos, se obtenían a partir de 
organismos vivos. Sin embargo, en los últimos años ha aumentado la 
importancia de los elementos de reconocimiento biomiméticos, 
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obtenidos de forma artificial, como es el caso de los aptámeros o de los 
polímeros de impronta molecular. Esta es la base de la clasificación que 
se muestra en los siguientes apartados, en la que los elementos de 
reconocimiento se organizan como receptores biológicos, receptores 
biomiméticos o, simplemente, receptores químicos. 
 
Figura 2. Progresión del número de publicaciones asociadas a distintos elementos de 
reconocimiento en sensores químicos (izquierda) y biosensores (derecha), en el periodo 
2000-2015. Base de datos: Scopus. 
Diferenciar los sensores químicos y biosensores de los sensores 
físicos es sencillo, ya que estos últimos están orientados a la medida de 
parámetros físicos, independientemente de que los primeros empleen 
mecanismos o tecnologías de transducción basadas en fenómenos 
físicos. Sin embargo, realizar una distinción entre los distintos tipos de 
sensores químicos y biosensores no es una tarea trivial. 
La clasificación que se ofrece en esta memoria se ha hecho de 
acuerdo a la naturaleza de la superficie reactiva y del elemento que 
participa en el reconocimiento. Así, los receptores químicos (5.1.2.1.) 
son de origen no biológico y son la base de los sensores químicos; 
mientras que los receptores biológicos (5.1.2.2.) y biomiméticos 
(5.1.2.3.), de origen biológico y semibiológico, respectivamente, son la 
base de los biosensores, también conocidos como sensores 
biomiméticos. La Tabla 1 muestra la clasificación de los elementos de 
reconocimiento más comunes que serán brevemente comentados a 
continuación.13 
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Tabla 1. Elementos de reconocimiento empleados en el desarrollo de sensores químicos 
y biosensores.13 
BIOSENSORES SENSORES QUÍMICOS 
RECEPTORES 
BIOLÓGICOS 
RECEPTORES 
BIOMIMÉTICOS 
RECEPTORES 
QUÍMICOS 
Enzimas 
Anticuerpos 
Ácidos nucleicos 
Tejidos 
Organismos enteros 
Péptidos 
Carbohidratos 
Anticuerpos 
recombinantes 
Proteínas modificadas 
Células modificadas 
Proteínas fotosintéticas 
modificadas 
Oligonucleótidos 
Aptámeros 
Expresión de fagos 
Polímeros de impronta 
molecular 
Membranas 
Moléculas orgánicas 
discretas 
Compuestos 
supramoleculares 
Metales y óxidos 
metálicos 
Electrodos selectivos a 
iones 
Electrodos modificados 
5.1.2.1. Receptores químicos 
Los sensores químicos más utilizados emplean un elemento de 
reconocimiento, generalmente de bajo peso molecular, que puede estar 
inmovilizado, o no, en un soporte adecuado. En general, atendiendo al 
tipo de compuesto que reconocen, pueden clasificarse en iónicos y 
moleculares.14 Sin embargo, esta aproximación no tiene en 
consideración la naturaleza del receptor. De acuerdo al tipo de elemento 
de reconocimiento empleado pueden destacarse:  
1. Sin elemento de reconocimiento. Suelen ser materiales poliméricos 
con determinadas características físico-químicas, tales como su 
porosidad15 o sus propiedades conductoras y antioxidantes,16 que 
facilitan el reconocimiento selectivo del analito.  
2. Moléculas orgánicas discretas. En este grupo se incluyen los 
sensores basados en la formación de un complejo entre el elemento 
de reconocimiento (ligando) y el analito de interés. Dado que la 
termodinámica controla el equilibrio de formación del complejo, si la 
constante de formación es elevada para un determinado analito, 
pero baja para otros, puede constituir la base de un método 
selectivo.17  
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3. Compuestos supramoleculares. Son estructuras tridimensionales 
que incluyen moléculas selectivas al tamaño molecular. Los 
calixarenos18 y los éteres corona19 son los compuestos más 
empleados como elementos de reconocimiento en estos sensores. 
4. Metales y óxidos de metales. Típicamente se utilizan en los sensores 
catalíticos de gases inflamables, basados en la combustión del gas 
sobre un catalizador de Pt, Pd o Rh.20 Un dispositivo termistor es 
capaz de detectar el calor involucrado en este proceso.  
5. Electrodos selectivos a iones. Los electrodos selectivos a iones se 
basan en el principio de la fuerza electromotriz de una celda o pila 
de concentración. Son dispositivos potenciométricos en donde el 
cambio de la fuerza electromotriz es proporcional al logaritmo de la 
concentración de analito.21 La selectividad la proporciona la 
membrana, que separa la disolución que contiene el analito y la 
disolución interna de referencia.  
6. Electrodos modificados. En principio, los electrodos no poseen 
selectividad por sí mismos, salvo la debida a las variaciones del 
potencial intrínseco. Sin embargo, se puede incrementar dicha 
selectividad a partir de ciertas modificaciones como sucede en los 
electrodos modificados con pasta de carbono o ftalocianinas y en los 
electrodos poliméricos (conductores, de cambio iónico y redox).22  
5.1.2.2. Receptores biológicos 
Como se ha indicado anteriormente, la unión específica asociada 
a un proceso de reconocimiento biológico es la base de los biosensores. 
El requisito fundamental que deben cumplir estos elementos es que las 
moléculas se unan específicamente a un substrato y no a otro.22 
Desafortunadamente, una elevada selectividad implica altas energías de 
unión que en ocasiones exceden el valor de 100 kJ/mol.23 Esto implica 
la necesidad de disociar complejos muy estables entre el ligando 
biológico y el sustrato, a fin de reutilizar el biosensor, lo cual no 
siempre es sencillo. Algunas alternativas implican el incremento de la 
fuerza iónica, la disminución del pH, el incremento de la temperatura, 
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la adición de moléculas que rompan parcialmente los enlaces de 
hidrógeno o el empleo de mezclas hidro-orgánicas. Sin embargo, estos 
cambios en las condiciones de operación pueden suponer importantes 
restricciones en el funcionamiento del biosensor, ya que pueden 
modificar la actividad del elemento de reconocimiento e incluso 
destruirlo. Es común encontrar los elementos de reconocimiento 
biológicos clasificados en función del fenómeno molecular en el que 
participan:10 
1. Enzimas. Una enzima es un catalizador biológico que actúa en 
reacciones químicas esenciales para la vida y la multiplicación 
celular, operando rápidamente, con elevada especificidad y, 
prácticamente, sin generar productos no deseados.24 La actividad 
catalítica de las enzimas depende de la conformación de la proteína 
nativa. La Figura 3 muestra esquemáticamente el mecanismo de 
catálisis enzimática. La enzima reconoce selectivamente el sustrato 
para formar un complejo. Una vez producida la reacción catalítica, 
se libera el producto y la enzima queda libre para volver a actuar. 
 
Figura 3. Esquema del mecanismo de catálisis enzimática. En una primera etapa, la 
enzima y el sustrato interactúan para establecer un equilibrio con el complejo enzima-
sustrato. Cuando se produce la reacción química catalizada por la enzima, se libera el 
producto de la reacción y ésta recupera su actividad catalítica. 
2. Anticuerpos. Estos elementos de reconocimiento biológico son, 
posiblemente, los más versátiles de todos.25 La región terminal 
hipervariable de la molécula, responsable del reconocimiento, posee 
secuencias de aminoácidos altamente variables, responsables de la 
interacción con el antígeno (Ag) de interés. Para detectar la unión 
con el Ag se suelen usar anticuerpos o antígenos marcados con 
radioisótopos, moléculas fluorescentes o incluso nanopartículas.26 
Enzima Sustrato
Complejo
enzima-sustrato
Enzima Producto
+ +
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Tras las enzimas, son el elemento de reconocimiento más empleado 
para el desarrollo de biosensores.27 
3. Ácidos nucleicos. La selectividad de la interacción del DNA (o RNA) 
es, probablemente, la mayor de todos los elementos de 
reconocimiento biológicos.28 Se basa en la alta estereoespecificidad 
de los enlaces de hidrógeno entre los distintos pares de bases 
nitrogenadas. El problema de su empleo en un sensor es la elevada 
estabilidad de la interacción entre las hebras complementarias, que 
es mayor según aumenta el número de bases nitrogenadas 
implicadas en el proceso.23 Como sucede en el caso de los 
anticuerpos, un ensayo basado en DNA o RNA suele suponer el 
empleo de un DNA marcado de diversas formas (radiactivo, 
fotométrico, electroactivo o enzimático) para detectar el 
reconocimiento.29  
4. Tejidos. Generalmente, los tejidos contienen multitud de enzimas y 
proteínas, por lo que no son tan selectivos como las enzimas 
purificadas.30 Sin embargo, al encontrarse incorporadas en ellos, los 
elementos de reconocimiento son menos susceptibles a la 
degradación. En contraposición, la respuesta suele ser más lenta, ya 
que el sustrato debe difundir en el tejido.  
5. Organismos enteros. Se han empleado tanto bacterias como 
microalgas, e incluso plantas, especialmente para la detección de 
contaminantes medioambientales a partir de interacciones 
específicas ligando-receptor.31,32,33 
6. Péptidos. En este caso las propiedades de reconocimiento dependen, 
en gran medida, de las características hidrofílicas/hidrofóbicas del 
péptido y del analito a detectar. Un ejemplo son los péptidos 
antimicrobianos sintetizados por algunos organismos como parte de 
su sistema de defensa frente a microorganismos patógenos.34  
7. Carbohidratos. Se han empleado gran cantidad de glicoderivados y 
substratos para la fabricación de biosensores, tanto soportados en 
vidrios y polímeros como en nanopartículas y puntos cuánticos.35 
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8. Otros receptores biológicos. Existen otros tipos de selectividades, 
tales como el reconocimiento de forma y tamaño molecular o el 
transporte de masa.23 También hay que citar el empleo de otros 
organismos22 como mitocondrias; u otro tipo de receptores celulares, 
como neurotransmisores o receptores hormonales. 
5.1.2.3. Receptores biomiméticos 
El biomimetismo consiste en imitar los sistemas biológicos vivos 
para desarrollar receptores de reconocimiento selectivo para diferentes 
compuestos.36 Bajo este concepto subyace la idea del principio de llave-
cerradura, buscando la auto-organización de los elementos del receptor 
análogamente a lo que sucede en la naturaleza. La química 
supramolecular intenta ser la base de los fenómenos que se dan en este 
tipo de receptores, donde el concepto huésped-anfitrión, junto con los 
principios de selectividad de los receptores biológicos, gobiernan los 
procesos de reconocimiento. Si bien muchos de los elementos que se 
mencionan a continuación tienen un origen biológico, también 
contemplan algún tipo de modificación con objeto de mejorar su 
estabilidad química e incrementar las posibilidades de manipulación e 
inmovilización con respecto a los receptores biológicos. Entre los 
receptores biomiméticos cabe destacar: 
1. Anticuerpos recombinantes. El término recombinante no hace 
referencia a ningún grupo definido de estructuras de anticuerpo 
sino al uso de la biotecnología para su manipulación genética.37 
Esto permite el uso de cualquier pequeño fragmento del anticuerpo 
y su miniaturización mediante la eliminación de los dominios 
constantes. Para la elaboración de biosensores son de particular 
interés los fragmentos responsables de la interacción con el 
antígeno que mantienen su actividad. 
2. Proteínas modificadas. Una de las metas en la preparación de 
biosensores ópticos basados en proteínas es diseñar polipéptidos 
con afinidad hacia un analito y monitorizar la unión a partir de los 
cambios de una señal óptica. En general, las proteínas modificadas 
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se emplean para el desarrollo de biosensores ópticos basados en la 
fluorescencia como señal de transducción.38 Esto puede conseguirse 
mediante el marcaje fluorescente de proteínas seleccionadas 
naturalmente, o bien de proteínas de diseño crecidas in vivo o in 
vitro. 
3. Células modificadas genéticamente. El sistema sensor emplea 
células completas que suelen contener un plásmido genéticamente 
modificado combinando un elemento sensor y un gen reportero.39,40 
El elemento sensor del plásmido contiene una región promotora que 
controla la expresión de un gen que codifica una proteína 
reguladora. En presencia del analito objetivo, la proteína reguladora 
reconoce la molécula y forma un complejo que se une a la región 
promotora, regulando la expresión del gen. Así, la proteína 
reguladora que se genera en este proceso produce una señal 
medible que es función de la concentración de analito. 
4. Proteínas fotosintéticas modificadas. Los cromóforos como clorofilas, 
bacterioclorofilas, bacteriorodopsinas o quinonas se acoplan a las 
proteínas fotosintéticas en sus centros de reacción 
fotoquímicamente activos.41 La estructura y la función de las 
proteínas fotosintéticas es muy diversa, permitiendo su aplicación 
en distintas tecnologías, particularmente en biodispositivos 
eléctricos foto-ópticos.  
5. Oligonucleótidos. El término oligonucleótido (u oligo) hace referencia 
a un pequeño fragmento de DNA o RNA creado a partir de la 
polimerización de nucleótidos precursores, típicamente entre 20 y 
30 bases, empleando sintetizadores automatizados.42 Los oligos 
funcionan como elementos de reconocimiento para el desarrollo de 
genosensores. 
6. Aptámeros. Los aptámeros son un tipo particular de oligonucleótido 
seleccionados in vitro de una mezcla aleatoria de DNA o RNA gracias 
a su elevada afinidad hacia otras moléculas.43 Son similares a las 
sondas de ácidos nucleicos pero con un comportamiento análogo al 
de los anticuerpos, presentando una versatilidad que supera a la de 
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la mayoría de los bioelementos de reconocimiento. Se han preparado 
aptámeros para el análisis de pequeñas moléculas como fármacos, 
drogas, péptidos y hormonas, así como para entidades de mayor 
tamaño, como proteínas, esporas y células.44 Una de sus 
características principales es que su unión con el analito induce un 
cambio conformacional, hecho que se explota para el desarrollo y 
optimización de diversas estrategias de biosensado. 
7. Bacteriófagos o fagos. Se trata de virus que infectan las bacterias. 
En comparación a los anticuerpos, son fáciles de encontrar en la 
naturaleza y elevadamente específicos para las bacterias, siendo 
inocuos para los seres humanos. Su producción es menos 
complicada y costosa que la de los anticuerpos, tienen mayores 
tiempos de vida, soportan condiciones más agresivas y pueden 
inmovilizarse sobre los dispositivos de transducción de forma 
similar a la de los anticuerpos o las sondas de DNA.45 Las proteínas 
de la cubierta del fago se pueden conjugar o modificar mediante 
ingeniería molecular para exponer péptidos, proteínas o anticuerpos 
sobre su superficie frente a una amplia variedad de moléculas.46 
8. Polímeros de impronta molecular (MIPs). Son polímeros sintetizados 
en presencia de una determinada molécula plantilla, mostrando 
propiedades de reconocimiento selectivo al crearse sitios 
complementarios a ésta tras su extracción.47 El mecanismo de 
reconocimiento de estos polímeros emula al de los anticuerpos y, 
cuando presentan actividad catalítica, al de las enzimas. Es por ello 
que se consideran elementos de reconocimiento biomimético. 
9. Otros receptores sintéticos. Menos abundantes, pero de cierto interés 
gracias al desarrollo de la química supramolecular en los últimos 
años, son los receptores artificiales basados en compuestos 
sintéticos con características de anfitrión.48 Son similares a las 
estructuras supramoleculares descritas anteriormente, pero 
incluyendo otras interacciones que emulan el principio de llave-
cerradura. La existencia de múltiples sitios de unión en el complejo 
receptor-analito conduce a un incremento de la afinidad y la 
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selectividad de las determinaciones analíticas, por ejemplo, 
mediante la modificación de la cavidad hidrofóbica del citocromo c.49 
5.1.3. Transducción de la señal 
La interacción entre el analito y el elemento de reconocimiento del 
sensor químico da lugar a la variación de ciertas propiedades físicas o 
químicas del elemento sensor. Con el objeto de cuantificar o identificar 
dicha variación, el sensor químico convierte este cambio en una 
magnitud física medible. El proceso se denomina transducción de la 
señal o simplemente transducción. Así, el dispositivo que transforma la 
información de una cierta naturaleza (por ejemplo, química) a la 
entrada del sistema en otro tipo de información a la salida del mismo 
(por ejemplo, física) se denomina transductor.50 
Tabla 2. Formas de energía empleadas para el desarrollo de los sensores. 
Forma de energía Propiedad medida 
Mecánica 
Longitud, área, volumen, velocidad/aceleración 
lineal/angular, flujo de masa, fuerza, torque, 
presión, longitud/intensidad de onda acústica 
Térmica 
Temperatura, calor específico, entropía, flujo de 
calor, estado de la materia 
Eléctrica 
Voltaje, corriente, carga, resistencia, inductancia, 
capacitancia, constante dieléctrica, polarización, 
campo eléctrico, frecuencia, momento dipolar 
Magnética 
Intensidad de campo, densidad de flujo, momento 
magnético, permeabilidad 
Radiante 
Intensidad, fase, longitud de onda, polarización, 
reflectancia, transmitancia, índice de refracción 
Química 
Composición, concentración, velocidad de 
reacción, pH, potencial de oxidación/reducción 
A continuación se revisarán los principales tipos de transducción 
empleados para el desarrollo de sensores.51 En 1969, K. S. Lion clasificó 
los sensores en función del tipo y de la propiedad medida para su 
diseño.52 En la Tabla 2 se recogen seis formas distintas de energía, con 
algunos ejemplos de las propiedades más características que pueden 
medirse a partir de las mismas. 
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Varias décadas después, W. Göpel et ál.53 elaboraron una 
clasificación más extensa, incluyendo la mayoría de principios de 
transducción, aunque excluyendo eventos nucleares y biológicos. De 
acuerdo con ésta, la energía puede ser transformada (señal de salida) a 
partir de la forma inicial de energía que llega al transductor (señal de 
entrada). No obstante, esta clasificación resulta bastante compleja 
complicando, a su vez, la definición de sensor enunciada por la IUPAC. 
Existen otras clasificaciones, como la establecida por S. Middelhoek y D. 
J. W. Noorlag54 en la que se incluye una descripción más rigurosa y 
elaborada de la clasificación de los transductores en función de las 
energías de entrada y salida.  
Según la definición de la IUPAC, la clasificación genérica de los 
sensores y biosensores químicos en función del principio de operación 
del elemento transductor es la siguiente:1  
1. Ópticos: transforman la interacción del analito con la parte 
receptora en un fenómeno óptico.55 Se subdividen, de acuerdo al 
tipo de medida óptica, en: 
a. Absorbancia: basados en la absorción del propio analito o a su 
reacción con un indicador coloreado adecuado en un medio 
transparente. 
b. Reflectancia: basados en la medida de la radiación reflejada en 
un medio no transparente. 
c. Quimioluminiscencia: basados en la medida de la intensidad 
de la radiación emitida por una reacción química. 
d. Fluorescencia: basados en la medida de la intensidad de la 
radiación emitida al irradiar una molécula. También se 
incluye aquí la desactivación de dicha radiación emitida. 
e. Índice de refracción: basados en el cambio de esta propiedad 
física en la muestra o en el elemento de reconocimiento. Se 
incluye aquí la resonancia de plasmón superficial. 
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f. Efecto termo-óptico: basados en la medida del efecto térmico 
producido como consecuencia de la absorción de una 
radiación. 
g. Dispersión de luz: basados en el efecto de dispersión de la 
radiación causada por partículas de un tamaño concreto 
presentes en la muestra. 
El empleo de fibras ópticas, en distintas configuraciones, hace 
posible que varios fenómenos distintos de los anteriormente 
mencionados puedan combinarse para la transducción de la señal 
proveniente del elemento de reconocimiento, dando lugar a los 
denominados optodos u optrodos.  
2. Electroquímicos: transforman el efecto de la interacción 
electroquímica entre un analito y un electrodo en una señal 
analítica. Estos efectos deben estimularse eléctricamente o ser el 
resultado de una interacción espontánea bajo la condición de 
corriente cero.56 Se subdividen en: 
a. Voltamperométricos: se incluyen los sensores basados en 
electrodos químicamente inertes, químicamente activos y 
electrodos modificados, así como los sensores con y sin fuente 
(galvánicos) externa de corriente.57,58 
b. Potenciométricos: el potencial de un electrodo indicador se 
mide con respecto al de un electrodo de referencia.59 
c. Potenciométricos basados en electrolitos sólidos, que difieren 
de los anteriores en la alta temperatura de trabajo y se 
emplean, por lo general, para la determinación de gases.60 
d. Basados en un transistor de efecto campo donde la interacción 
entre el analito y el elemento de reconocimiento se transforma 
en un cambio de corriente entre la fuente y el drenaje. Estas 
interacciones son similares, desde el punto de vista químico, a 
las que se observan en los sensores potenciométricos 
selectivos a iones.61 
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3. Eléctricos: en los que no tienen lugar eventos electroquímicos. La 
señal registrada se debe al cambio de las propiedades eléctricas 
causadas por la interacción del analito con el elemento de 
reconocimiento.62 Se subdividen en: 
a. Sensores de óxidos metálicos semiconductores: basados en 
reacciones redox reversibles y usados principalmente como 
detectores de gases.63 
b. Sensores de semiconductores orgánicos: basados en la 
formación de complejos de transferencia de carga que 
modifican la densidad de portadores de carga.64 
c. Sensores electrolíticos de conductividad.65 
d. Sensores eléctricos de permitividad.66,67 
4. Sensores de masa: transforman la acumulación de masa del analito 
sobre una superficie en el cambio de una propiedad de un material 
soportado sobre la misma.68 Se subdividen en: 
a. Piezoeléctricos: basados en la medida del cambio de frecuencia 
de un plato oscilador de cuarzo.69 
b. Sensores de onda acústica superficial: basados en la 
modificación de la velocidad de propagación de una onda 
acústica.70 
5. Sensores magnéticos: basados en el cambio de las propiedades 
paramagnéticas de un gas, por ejemplo, el oxígeno.71 
6. Sensores termométricos: basados en la medida del calor producido 
en una reacción química específica o por la adsorción del analito. 
Dicho calor puede medirse de diversas formas, típicamente con un 
termistor.72 Los sensores basados en efectos termo-ópticos pueden 
estar incluidos en este grupo.73 
7. Sensores de radiación de alta energía: basados en la medida de la 
radiación X,  o .74,75  
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5.1.4. Mecanismos de transducción óptica 
En este apartado se expondrán en mayor extensión los 
fundamentos físicos y los mecanismos de transducción óptica indicados 
anteriormente, con el propósito de centrar el objetivo de la presente 
memoria de Tesis Doctoral. 
La interacción de la radiación electromagnética con la materia 
constituye la base de una serie de técnicas analíticas conocidas 
comúnmente como técnicas espectroscópicas de análisis. Dentro de 
ellas, aquellas que involucran energías desde la zona ultravioleta hasta 
el infrarrojo, pasando por el visible, son las más utilizadas para el 
desarrollo de sensores químicos, conocidos como sensores químicos 
ópticos o simplemente sensores ópticos. 
La transducción óptica puede estar basada en la absorción o la 
emisión de radiación por parte del elemento de reconocimiento del 
sensor. Estos procesos están asociados a transiciones entre niveles de 
energía de ciertas especies, generalmente moléculas o nanopartículas 
incluidas en la parte receptora del sensor, co-reactivos o, incluso, un 
compuesto producido en el proceso de reconocimiento.76 Sin embargo, 
los eventos que implican intercambios energéticos entre la radiación y 
las especies activas no suponen la única posibilidad en el sensado. La 
transducción óptica puede producirse monitorizando una magnitud 
física relacionada con la propagación de la radiación a través de la parte 
receptora, tal como el índice de refracción o algunos tipos de dispersión 
de la radiación. Es conveniente, por tanto, hacer una distinción entre 
las dos formas en las que las ondas electromagnéticas pueden 
interactuar con la materia: 
 Interacciones elásticas, es decir, interacciones en las cuales no se 
produce pérdida de energía respecto a la radiación incidente. Los 
fenómenos de reflexión, refracción y dispersión Rayleigh están 
incluidos dentro de esta categoría. En muchas ocasiones, estas 
propiedades dependen de la composición del material, por lo que la 
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medida de estos fenómenos puede emplearse en el desarrollo de un 
sensor óptico. 
 Interacciones inelásticas, es decir, interacciones en las cuales se 
produce un cambio en la energía de la radiación incidente, 
generalmente una pérdida energética de la luz empleada. Existen 
ciertos eventos en los que la radiación electromagnética producida 
es de una longitud de onda menor a la incidente debido a un 
mecanismo denominado up-conversion que, en líneas generales, 
supone la absorción de dos o más fotones para producir un único 
fotón de mayor energía respecto a los absorbidos.77 También se 
incluye en este grupo la dispersión Raman, en la que un fotón 
incidente puede ceder o tomar energía al impactar sobre una 
molécula. 
De estas interacciones comentadas, las inelásticas son las más 
empleadas en el desarrollo de sensores ópticos. Como se ha indicado 
anteriormente, en los (bio)sensores ópticos la información de la 
interacción entre el analito y el receptor suele registrarse como una 
variación de la señal analítica en la región ultravioleta, visible 
(espectroscopia UV-Vis) o infrarroja (espectroscopia IR) del espectro 
electromagnético (Tabla 3). Aunque complementarias, la utilidad de 
otras técnicas espectroscópicas en el campo de los sensores es 
significativamente inferior. 
Tabla 3. Regiones del espectro electromagnético de relevancia para el desarrollo de 
sensores ópticos. Se representa la energía como longitud de onda (𝜆), número de onda 
(?̅? = 𝜆−1) y energía del fotón asociado. 
Radiación 𝝀 (nm) ?̅? (cm-1) 𝒉 ∙ 𝝊 (eV) 
Ultravioleta (UV) 200 – 380 50000 – 26000 6.2 – 3.3 
Visible (Vis) 380 – 780 26000 – 13000 3.3 – 1.6 
Infrarrojo cercano (NIR) 780 – 3000 13000 – 3300 1.6 – 0.4 
Infrarrojo medio (MIR) 3000 – 50000 3300 – 200 0.4 – 0.025 
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Las interacciones entre la radiación y la materia más empleadas 
para el desarrollo de un sensor óptico son: 
1. Reflexión, ya sea difusa o especular. 
2. Refracción. 
3. Absorción. 
4. Luminiscencia, ya sea fluorescencia, fosforescencia o 
quimioluminiscencia. 
5. Dispersión, tanto elástica, donde no se producen cambios 
energéticos (Rayleigh), como inelástica, que implica cambios 
de energía de la radiación incidente (Raman). 
5.1.4.1. Reflexión y refracción 
Aunque son fenómenos físicos diferentes, es común la 
coexistencia de ambos cuando la luz incide sobre una determinada 
superficie.78 Son fenómenos de origen elástico, es decir, la radiación 
incidente no pierde energía, pero se produce un cambio en su 
intensidad.  
Cuando la radiación incide con un cierto ángulo (Ѳi) en la 
interfase entre dos medios transparentes, con distintos índices de 
refracción, se puede observar un cambio brusco en la dirección del haz 
incidente debido a la diferencia de velocidades de la radiación en ambos 
medios. Este fenómeno se conoce como refracción y se caracteriza 
porque el rayo incidente conforma un ángulo con la normal diferente al 
del rayo refractado (Ѳi ≠ Ѳr), pero similar al del rayo de salida (Ѳi = Ѳs) 
(Figura 4) en el extremo opuesto del material. 
Junto con el fenómeno de la refracción se produce también una 
reflexión; es decir, parte de la radiación vuelve por el mismo medio, de 
forma que el rayo incidente, la normal en el punto de incidencia y el 
rayo reflejado están en el mismo plano. No es un fenómeno exclusivo de 
las ondas electromagnéticas, puesto que también sucede, por ejemplo, 
con las ondas acústicas. En el caso de la radiación, la reflexión puede 
ser especular, si el ángulo de reflexión es igual al ángulo de incidencia 
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(Ѳi = Ѳs), o difusa, cuando se dispersa en distintas direcciones (Ѳi ≠ Ѳs) 
(Figura 4). 
 
Figura 4. Representación esquemática de los posibles fenómenos de reflexión y 
refracción. Cuando la radiación se propaga de un medio de mayor índice de refracción a 
otro de menor índice de refracción, ésta es parcialmente reflejada y refractada (en rojo), 
observándose el mismo ángulo de incidencia y de salida respecto a la normal (reflexión 
especular). Sin embargo, si la superficie presenta alteraciones físicas como, por ejemplo, 
rugosidades, el ángulo de salida varía respecto al de incidencia (reflexión difusa, en 
amarillo). Estos dos fenómenos coexisten hasta que el ángulo del haz incidente coincide 
con el ángulo crítico, momento en el que, además de reflejarse parcialmente, el haz se 
propaga a través de la superficie del material (en verde). Para ángulos de incidencia 
mayores al ángulo crítico, la radiación es totalmente reflejada (TIR, en azul). 
Cuando el haz se propaga desde un medio de índice refracción n1 
a otro con índice de refracción menor, n2, al aumentar el ángulo de 
incidencia se observa un incremento en la potencia del haz reflejado, 
disminuyendo la del refractado. A cierto ángulo, conocido como ángulo 
crítico (Ѳi = Ѳc), el ángulo refractado es paralelo a la interfase (Ѳs= 90o) y 
la radiación transmitida al otro medio es prácticamente cero (Figura 4). 
Este ángulo crítico depende del tipo de medio material y, por tanto, de 
los índices de refracción de los medios que atraviesa la radiación, según 
se recoge en la Ecuación 1. 
Ecuación 1.    𝜃𝑐 = 𝑎𝑟𝑐 sin (
𝑛2
𝑛1
)                  n2 > n1  
Reflexión 
especular
Reflexión 
difusa
Refracción
Reflexión 
interna total
Condición de 
ángulo crítico
Ѳi
Ѳs
Ѳi
Ѳi
Ѳs
Ѳs
Ѳs
Ѳr Ѳi
Ѳs
Ѳi
Ѳs = 90º
Medio 1 (n1)
Medio 2 (n2)
Medio 1 (n1)
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Cuando el ángulo de incidencia es superior al ángulo crítico (Ѳi > 
Ѳc), el haz incidente es totalmente reflejado en el medio de mayor índice 
de refracción, fenómeno que se conoce como reflexión interna total (TIR, 
del inglés total internal reflection) y que constituye la base de la 
transmisión de la radiación a través de las fibras ópticas o de las guías 
de onda plana (Figura 4). 
Los fenómenos de reflexión y refracción se emplean de diversas 
formas en el desarrollo de sensores ópticos. A continuación, se detallan 
algunos de los principios físicos de transducción más comunes en los 
que se basan.  
5.1.4.1.1. Onda evanescente 
Cuando se produce el fenómeno de reflexión interna total en una 
guía de onda, el campo electromagnético asociado a la radiación 
incidente no queda totalmente confinado dentro de la misma. En el 
punto donde se produce la reflexión total se genera una onda 
estacionaria de igual frecuencia que la luz incidente, la onda 
evanescente, que progresa perpendicularmente a la región de guiado 
óptico y decae exponencialmente con la distancia a la superficie de 
reflexión, por lo que la zona de detección más sensible se encuentra en 
la superficie del transductor (Figura 5).79  
 
Figura 5. Generación de una onda evanescente en la interfase entre dos medios 
materiales, en condiciones de TIR. El parámetro dp indica la profundidad de penetración 
de la onda en el medio externo, que es del orden de la longitud de onda. 
z
dp
Luz 
reflejada
Campo 
evanescente
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 La distancia de penetración de la onda evanescente depende de la 
longitud de onda de la radiación incidente, disminuye al aumentar el Ѳ 
de incidencia y aumenta cuando el cociente entre los índices de 
refracción de ambos materiales se acerca a la unidad.80 La distancia 
efectiva de penetración depende también de la intensidad del campo 
eléctrico que incide sobre la superficie y del área de muestreo. De hecho, 
una estrategia para incrementar la sensibilidad de los dispositivos 
basados en onda evanescente consiste en aumentar el número de 
reflexiones dentro de la fibra óptica, incrementando su longitud y 
disminuyendo su diámetro.  
 Si bien el fenómeno físico está basado en la reflexión, se suele 
hablar de reflectancia, que se refiere a la relación entre la potencia de la 
radiación electromagnética incidente respecto a la reflejada en la 
interfase entre ambos medios. Las técnicas más empleadas basadas en 
el fenómeno de onda evanescente son: 
a) Reflectancia total atenuada, ATR. Un material absorbente se dispone 
en contacto con la superficie de la fibra originando la atenuación de 
la radiación. En este caso se compara la intensidad de la radiación 
incidente con respecto a la reflejada. La técnica ATR se ha empleado 
ampliamente en el desarrollo de inmunoensayos en las regiones UV-
Vis e IR.81 
b) Fluorescencia de reflexión interna total, TIRF. Se basa en el principio 
de la reflexión total y la generación de una onda evanescente que 
excita de forma exclusiva aquellos fluoróforos que se encuentran 
preferentemente en la superficie de reflexión, donde la intensidad de 
la onda evanescente es mayor. En esta técnica, la emisión de 
fluorescencia se detecta colocando un detector en ángulo recto 
respecto a la interfase o en línea con el haz incidente.82 Esta última 
configuración permite incrementar la señal original de fluorescencia 
hasta 50 veces.  
c) Resonancia de plasmón superficial, SPR. Los plasmones superficiales 
son oscilaciones colectivas de los electrones del metal que pueden 
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excitarse al incidir un rayo de luz polarizada con un ángulo de 
incidencia concreto, denominado ángulo de resonancia, en la 
interfase de dos medios con constantes dieléctricas diferentes, por 
ejemplo, un metal y un dieléctrico.83,84 La resonancia de plasmón 
superficial es un modo transversal magnético (TM) que se propaga 
en el plano de la interfase, perpendicularmente a la dirección de 
propagación del rayo incidente. La intensidad del campo magnético 
alcanza su máximo en la interfase, decayendo de forma logarítmica 
al penetrar en el metal y en el dieléctrico. Para que se produzca la 
excitación del plasmón superficial deben igualarse los vectores de 
propagación del plasmón de superficie y el componente paralelo a la 
superficie de las ondas electromagnéticas incidentes. Esta condición 
se cumple con el empleo de metales como el oro, la plata o el 
aluminio y frecuencias en la zona del Vis y el IR. 
 
Figura 6. Resonancia de plasmón superficial, SPR, empleando la configuración de Otto 
(izquierda) y Kretschmann (derecha). Los elementos de reconocimiento se inmovilizan en 
la región de propagación del plasmón superficial. 
Hay varios dispositivos, como los prismas, las guías de onda y las 
redes de difracción, que facilitan el acoplamiento de la luz para la 
excitación del plasmón superficial en la interfase metal-dieléctrico. 
Existen dos posibles configuraciones que emplean un prisma de 
acoplamiento, típicamente de cuarzo, que se diferencian en la 
disposición de éste: la configuración de Otto y la de Kretschmann. 
En la primera (Figura 6, izquierda), el prisma y la superficie del 
metal están separados por un dieléctrico (típicamente aire).85 En la 
configuración de Kretschmann (Figura 6, derecha),86 la más 
Prisma
Metal
Dieléctrico
Prisma
Metal
Dieléctrico
SPP
SPP
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empleada, la película del metal se coloca entre el prisma y el 
dieléctrico. Un rayo de luz atraviesa el prisma, de alto índice de 
refracción, y se refleja generando una onda evanescente que penetra 
en la capa metálica y se propaga a lo largo de la interfase 
produciendo la excitación del plasmón superficial. El fenómeno de 
acoplamiento plasmónico será comentado posteriormente en el 
apartado 5.1.5. en relación a las estrategias de amplificación de la 
señal óptica. 
El fenómeno de SPR permite monitorizar tanto la variación de una 
propiedad óptica en el elemento de reconocimiento como los 
cambios físicos que sufre el haz incidente, tales como su intensidad 
o la variación del ángulo de salida. En este último caso se puede 
operar fijando un ángulo de incidencia y variando la longitud de 
onda de la radiación, o empleando una fuente de radiación 
monocromática y variando el ángulo de incidencia. 
5.1.4.1.2. Dispersión elástica 
En este caso se monitorizan las variaciones o desviaciones que 
sufre la radiación debido a su reflexión, es decir, aquellas que 
relacionan directamente la reflectancia con la concentración de analito 
o alguna de sus características. 
Los fenómenos de dispersión son bastante complejos de describir 
físicamente, en parte por la gran cantidad de posibilidades existentes. 
En general, la interacción entre la radiación y la materia da lugar a 
cambios en su velocidad, dirección y fase, aunque también puede 
provocar cambios de energía, como sucede en la dispersión inelástica 
Raman. J. W. Strutt87 describió, por primera vez, qué sucede cuando la 
radiación interacciona con partículas que presentan un tamaño inferior 
a la longitud de onda de la radiación incidente, observando que la 
intensidad de la radiación dispersada dependía de la intensidad del haz 
incidente, del número de partículas y de su tamaño. Sin embargo, las 
partículas de tamaño superior al de la longitud de onda de la radiación 
incidente no respondían a este comportamiento y fue necesario plantear 
Introducción 
90 
nuevas teorías al respecto, como las propuestas por Tyndall o Mie. Cabe 
resaltar que desde un punto de vista físico, no existen diferencias entre 
los fenómenos de dispersión elástica y reflexión,88 que han recibido 
estos nombres por mero convencionalismo histórico. Por ello, a lo largo 
de esta Introducción se mencionan ambos de forma indistinta, con 
objeto de clasificar de forma concisa e inequívoca los mecanismos de 
transducción. 
Existen dos tipos de dispersión elástica de la luz: estática (SLS) y 
dinámica (DLS). La DLS es la más utilizada en aplicaciones que 
involucran elementos de reconocimiento tanto químicos como 
biológicos.79 A diferencia de la SLS, la DLS no depende del ángulo de 
incidencia sino de la variación de la intensidad de la radiación 
dispersada con el tiempo. Dentro de este mecanismo de interacción 
podemos distinguir: 
a) Dispersión de luz cuasi-elástica, QELS. Un conjunto de partículas 
suspendidas en un medio se mueven de acuerdo a un movimiento 
Browniano y las distintas formas en las que la radiación incidente 
es dispersada por cada partícula provoca una fluctuación en la 
intensidad de la radiación dependiente del tiempo,89 la cual contiene 
información tanto del tamaño de las partículas como de su 
distribución. 
b) Espectroscopia de correlación de fotones, PCS. Es una extensión de 
la técnica QELS en la cual la radiación dispersada de un láser 
continuo se analiza con un correlador de fotones para obtener una 
función de correlación de la señal que, a su vez, se relaciona con el 
tamaño de las partículas que originaron la dispersión.90 
c) Velocimetría por láser Doppler o vibrómetro laser por efecto Doppler, 
LDV. Esta técnica se emplea para obtener información sobre la 
velocidad de partículas o moléculas cuando fluyen por un sistema 
en continuo. Una radiación láser continua se divide en dos haces y 
las partículas en movimiento dispersan cada haz con pequeñas 
diferencias de frecuencia Doppler.91 
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d) Interferometría. Una de las mejores formas de demostrar la 
naturaleza ondulatoria de la radiación es a partir del fenómeno de 
interferencia. Una interferencia óptica es la interacción de dos o más 
ondas con el resultado de la generación de un patrón en el que la 
intensidad total difiere de la esperada a partir de la suma de las 
intensidades de cada onda individual.92 Este es el principio físico 
que subyace detrás de las medidas ópticas interferométricas, donde 
un haz incidente, tras dispersarse al interaccionar con la materia, 
produce una serie de haces secundarios dispersados que pueden 
interferir entre sí, de forma constructiva o destructiva, generando 
un patrón de interferencias. Existen diversas formas de clasificar las 
medidas interferométricas. Una de ellas tiene en cuenta el número 
de haces que interfieren, que pueden ser dos (interferómetro de 
Michelson) o múltiples (interferómetro de Fabry-Pérot). También 
pueden clasificarse en función de cómo se produce la interferencia, 
ya sea por división de amplitud (interferómetro Rayleigh) o por 
división del frente de onda (interferómetro Mach-Zender).93 
e) Difracción. Desde un punto de vista físico, el principio de la 
difracción es similar al de la interferometría.94 Por lo general, un 
único haz de radiación electromagnética de elevada intensidad 
incide con la materia que, según su distribución interna o 
estructura cristalina, origina un patrón de difracción característico 
al interferir los haces dispersados de forma constructiva o 
destructiva. De nuevo en este concepto surge cierta controversia en 
cuanto a su definición y clasificación con respecto al fenómeno de 
dispersión.95 Existen diferencias respecto a la naturaleza de la 
interacción; por ejemplo, la difracción es un fenómeno observado 
únicamente en ondas, relacionada con la naturaleza ondulatoria de 
la radiación, mientras que la dispersión se produce tanto con ondas 
como con partículas, relacionada con su naturaleza onda-
corpúsculo. La difracción es una propiedad de la propagación de las 
ondas, mientras que la dispersión es una propiedad de la 
interacción entre ellas. La difracción es un proceso coherente que 
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requiere que la superficie, o el medio, sea regular a distancias 
comparables a la longitud de onda del haz difractado. La dispersión, 
por su parte, es un proceso incoherente donde la luz interacciona 
con una superficie a una escala espacial comparable a la longitud 
de onda del haz incidente, originando su dispersión.95 Sin embargo, 
los físicos consideran que la dispersión puede ser también un 
proceso coherente. El premio Nobel de Física de 1965, Richard 
Feynman enunció que “nadie ha sido capaz nunca de definir la 
diferencia entre interferencia y difracción de forma satisfactoria. Es 
sólo una cuestión de uso y no existe una diferencia física específica 
entre ellos”.96 La difracción se emplea como herramienta para la 
determinación de estructuras cristalinas internas cuando la 
longitud de onda de la radiación es del orden de las distancias entre 
los átomos. Es el tipo de difracción más conocido que emplea 
radiación X o electrones para obtener información composicional y 
estructural de la materia; pero también es el principio que subyace 
en las redes de difracción cuando se emplea luz UV-Vis en 
determinados procesos.97 
5.1.4.2. Absorción 
En términos simples, cuando la radiación electromagnética 
atraviesa una muestra gaseosa, líquida o sólida, es posible eliminar 
ciertas frecuencias mediante un proceso conocido como absorción. En 
este proceso, los electrones promocionan desde el estado fundamental a 
uno o varios estados excitados de energía superior como consecuencia 
del impacto de un fotón. Dependiendo de su naturaleza, la materia 
puede absorber energía en distintas zonas del espectro de la radiación 
electromagnética, siendo las regiones UV-Vis e IR las de mayor 
aplicación para el desarrollo de sensores ópticos.87  
5.1.4.2.1. Absorción UV-Vis 
 La absorción de fotones en la región UV-Vis del espectro 
electromagnético es de gran relevancia tanto en el análisis de átomos 
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como de moléculas. La simplicidad y la facilidad de aplicación de esta 
técnica ha favorecido su amplia utilización para el desarrollo de 
sensores, especialmente aquellos basados en medidas colorimétricas. La 
relación entre la concentración de una especie y la absorción de la 
radiación incidente se conoce como ley de Lambert-Beer (Ecuación 2), 
Ecuación 2.    𝐴 = − log 𝐼 𝐼0
⁄ = 𝜀𝜆𝑐𝑙 
donde l es el paso óptico, 𝑐  la concentración y 𝜀𝜆  el coeficiente de 
absorción molar a una longitud de onda determinada.  
5.1.4.2.2. Absorción IR 
La región del espectro IR se suele dividir en función de la energía 
involucrada en el proceso de absorción. Así, se puede diferenciar la 
zona del IR cercano (3300 – 13000 cm-1), que solapa con la región roja 
de la región visible, el IR medio (200 – 3300 cm-1) y el IR lejano (30 – 
200 cm-1). En la Tabla 4 se relaciona cada zona del infrarrojo con los 
tipos de medida, análisis y muestras analizadas.98 
Tabla 4. Muestras y medidas más habituales en función de la región del espectro IR 
empleada.99 
Regiones 
espectrales 
Tipo de 
medida 
Tipo de 
análisis 
Tipo de muestras 
IR cercano 
Reflectancia 
difusa 
Cuantitativo 
Materiales comerciales sólidos 
o líquidos 
Absorción Cuantitativo Mezclas gaseosas 
IR medio 
Absorción 
Cualitativo 
Compuestos sólidos, líquidos o 
gaseosos puros 
Cuantitativo Mezclas complejas de gases, 
líquidos o sólidos Cromatográfico 
Reflectancia Cualitativo 
Compuestos sólidos puros o 
líquidos 
Emisión Cuantitativo Muestras atmosféricas 
IR lejano Absorción Cualitativo 
Especies inorgánicas puras u 
organometálicas 
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Debido a su variedad en cuanto al tipo de análisis que se puede 
realizar, la región del IR medio es la más empleada con fines analíticos. 
Si bien en el apartado 5.1.4.1.1. ya se comentó el empleo de la región IR 
en el fenómeno de ATR, también es posible la transducción óptica a 
partir de la absorción de radiación IR que provoque cambios en los 
niveles vibracionales de las especies moleculares. A diferencia de la 
absorción en la región UV-Vis, donde las muestras se encuentran 
generalmente en disolución, aquí es posible llevar a cabo el análisis en 
distintos estados de la materia, si bien es más complicado hacerlo en 
disolución, puesto que el disolvente suele presentar cierta absorción. De 
hecho, un requisito prácticamente indispensable es poder llevar a cabo 
las medidas en ausencia de un disolvente cuyas señales solapen con las 
del analito de interés.100 
La espectroscopia IR suele emplearse como método cualitativo 
para identificar la presencia de determinados grupos funcionales en la 
determinación estructural de compuestos orgánicos. Sin embargo, es 
posible llevar a cabo una cuantificación de los mismos, ya que la ley de 
Lambert-Beer se cumple de forma análoga al caso de la absorción UV-
Vis. Por lo general, los espectros que se obtienen son más complicados 
de interpretar que los UV-Vis, ya que están formados por un gran 
número de bandas de absorción. 
En términos de resolución, la precisión y la exactitud de las 
medidas con los instrumentos basados en transformada de Fourier 
(FTIR) son superiores respecto a las de los basados en ATR. La gran 
desventaja de esta región, a nivel cuantitativo, es la desviación de la ley 
de Lambert-Beer debido a la baja intensidad de las fuentes de radiación 
y a la baja sensibilidad de los detectores.101 
5.1.4.3. Luminiscencia 
Según la IUPAC,102 la luminiscencia es la emisión espontánea de 
radiación desde una especie excitada electrónica o vibracionalmente y 
que no está en equilibrio térmico con su entorno.  
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Los diversos fenómenos de luminiscencia que se conocen en la 
actualidad reciben distintos nombres según el modo de formación de las 
especies excitadas, por ejemplo:102 
 Fotoluminiscencia: luminiscencia procedente de la fotoexcitación. 
En este grupo se incluye la fluorescencia y la fosforescencia. La 
primera consiste en la emisión espontánea de radiación desde 
una entidad molecular excitada sin modificar su multiplicidad de 
espín. El término de fosforescencia se emplea para designar a la 
luminiscencia relacionada con un cambio en la multiplicidad de 
espín, habitualmente de triplete a singlete o viceversa.  
 Electroluminiscencia: luminiscencia producida por reacciones en 
electrodos. También denominada electroquimioluminiscencia. 
 Quimioluminiscencia: luminiscencia que procede de una 
quimioexcitación. 
 Bioluminiscencia: luminiscencia generada en sistemas vivos. 
 Radioluminiscencia: luminiscencia generada a partir de la 
excitación con partículas o radiación de alta energía.  
 Triboluminiscencia: luminiscencia que se genera por el roce entre 
sí de las superficies de ciertos sólidos. 
 Sonoluminiscencia: luminiscencia inducida por ondas de sonido. 
La fluorescencia molecular es, junto a la resonancia de plasmón 
superficial, la técnica más utilizada para el desarrollo de sensores 
ópticos debido, entre otros motivos, a la gran versatilidad que presenta 
cuando se emplea como principio de transducción. Las medidas pueden 
estar basadas en la intensidad de emisión, en cinéticas, en la variación 
de las longitudes de onda o en la anisotropía del sistema.103 A 
continuación se recogen algunos ejemplos de estas medidas. 
a) Intensidad de fluorescencia. Cuando una molécula se excita con la 
longitud de onda adecuada se produce la emisión espontánea del 
exceso de energía, a longitudes de onda superiores, como 
consecuencia de una transición electrónica entre el estado singlete 
excitado de menor energía y el estado fundamental. La fluorescencia 
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se observa siempre que el proceso de desactivación esté favorecido 
por la estructura molecular del compuesto excitado y su entorno, en 
condiciones adecuadas de temperatura, disolvente, pH, etc. La 
intensidad de la radiación emitida, 𝐼𝐹 , a la longitud de onda 
seleccionada para el análisis cuantitativo de la especie se relaciona 
con la concentración de fluoróforo, 𝑐, de acuerdo a la Ecuación 3.104 
Ecuación 3.    𝐼𝐹 = 𝜅Φ𝐹𝐼0𝜀𝜆𝑐𝑙 
En esta expresión, que únicamente es válida para disoluciones 
diluidas en donde el producto 𝜀𝜆𝑐𝑙 ≤  0.02,105 𝜅  es una constante 
relacionada con la eficiencia con la que el instrumento colecta y 
detecta la radiación emitida, Φ𝐹  es el rendimiento cuántico de 
fluorescencia (relación entre la cantidad de moléculas fluorescentes 
respecto a las excitadas), 𝐼0  es la intensidad de la radiación 
incidente y 𝜀𝜆𝑐𝑙  son los parámetros involucrados en la ley de 
Lambert-Beer (Ecuación 2). En el caso de que exista un medio 
material, como una membrana, que pueda interaccionar con la 
radiación incidente, la expresión anterior debe incluir varios 
términos relativos a su dispersión.106 
En cualquier caso, para un determinado fluoróforo, la sensibilidad y 
la selectividad del sensor dependen del diseño instrumental que, 
una vez optimizado, permite alcanzar límites de detección en el 
intervalo de concentraciones 10-9 – 10-10 M o de partes por trillón 
(ppt).104 Bajo ciertas condiciones estrictas es incluso posible la 
detección y el análisis de moléculas individuales (del inglés, single 
molecule).107 Por otro lado, el empleo de dos longitudes de onda, de 
excitación y de emisión, proporciona una mayor selectividad debido 
a la posibilidad de monitorizar ambas.108,103 
Sin embargo, la mayor limitación de la medida de intensidad de 
emisión reside en que no todos los compuestos presentan una 
fluorescencia nativa, por lo que deben ser asociados o 
transformados a un compuesto fluorescente, bien haciéndolos 
participar en una reacción química donde se genera un producto 
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fluorescente,105 o llevando a cabo su funcionalización con 
marcadores fluorescentes,109 respectivamente. A pesar de ello, su 
aplicación se encuentra ampliamente extendida en el desarrollo de 
biosensores debido a la gran cantidad de sustancias bioquímicas 
fluorescentes existentes o a la facilidad de su marcaje.110 
b) Tiempo de vida de luminiscencia, 𝜏. Representa el tiempo promedio 
que permanece la molécula en el estado excitado antes de emitir un 
fotón. Este fenómeno se asocia con una cinética de primer orden 
donde se observa el decaimiento exponencial de la emisión cuando 
se excita un luminóforo con un pulso de luz de anchura inferior a 
su tiempo de decaimiento.103 Alternativamente, la medida de este 
parámetro se puede llevar a cabo mediante fluorimetría o 
fosforimetría de fase a partir de la diferencia de fase existente entre 
la radiación de excitación, modulada de forma sinusoidal, y la 
radiación emitida. Estos sensores se han aplicado 
satisfactoriamente en el desarrollo de sensores de gases, 
particularmente para la detección de oxígeno.108,111  
c) Desactivación de fluorescencia (quenching). Consiste en una 
interacción bi-molecular que resulta en la disminución de la 
intensidad de emisión de un fluoróforo. Existen numerosos 
procedimientos basados en este principio empleando, por ejemplo, 
puntos cuánticos como marcadores112 o quelatos fluorescentes.113 
Adicionalmente, si bien el empleo de nanopartículas metálicas 
puede generar un incremento del rendimiento cuántico de 
fluorescencia de un fluoróforo, siempre que éste se encuentre a la 
distancia adecuada de la superficie de la nanopartícula (apartado 
5.1.5.3.), también es posible observar su desactivación radiativa 
cuando se localiza directamente sobre la superficie del coloide.114  
d) Transferencia de energía de resonancia de Förster (FRET, del inglés 
Förster resonance energy transfer). Es un tipo de desactivación de 
fluorescencia particular que sucede entre dos especies. Se observa 
cuando el espectro de emisión de un fluoróforo (dador) solapa total o 
parcialmente con la banda de excitación de otra molécula 
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(aceptor).115 De esta forma, el dador excitado de forma radiativa 
transfiere su energía mediante procesos no radiativos al aceptor, 
desactivando parcialmente la fluorescencia del primero y sin 
importar si el aceptor es otra molécula fluorescente o no. La 
eficiencia de este proceso depende estrechamente de la distancia a 
la que se encuentran ambas moléculas, del grado de su 
solapamiento espectral y de su orientación relativa.116 
Con objeto de aplicar el mecanismo FRET al desarrollo de un sensor, 
es necesario que el evento de reconocimiento molecular genere una 
variación en el mismo, por ejemplo, a partir del cambio de la 
distancia entre el dador y el aceptor, o su orientación. Existen 
multitud de estrategias, siendo la más simple aquella en la que el 
propio analito objetivo se comporta como el aceptor y desactiva la 
emisión del dador; sin embargo, también es posible que el analito, si 
es fluorescente, emplee la energía transmitida por el dador para dar 
lugar a una emisión radiativa cuya longitud de onda es mucho 
mayor que la empleada para excitar el sistema. De esta forma, el 
cociente de las intensidades de emisión del dador y del aceptor se 
relaciona con la concentración de analito presente en el 
medio.117,118,119  
Este tipo de medidas pueden hacerse extensibles al fenómeno de 
fosforescencia, cuya principal diferencia respecto a la fluorescencia 
radica en el proceso de cambio de espín del electrón involucrado en el 
fenómeno luminiscente.120 Como consecuencia, el tiempo de emisión 
fosforescente se encuentra entre 10-3 y 10-2 segundos, frente a 10-9 y  
10-7 segundos en fluorescencia, y puede continuar mucho tiempo 
después de cesar el fenómeno de excitación. 
La gran ventaja de los sensores basados en fluo/fosforescencia 
respecto a aquellos basados en fenómenos de absorción es la gran 
sensibilidad de la técnica, así como los bajos límites de detección que 
pueden alcanzarse. En contraposición, los intervalos lineales de trabajo 
son inferiores. 
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5.1.4.4. Dispersión inelástica 
Hasta la aparición de las fuentes de radiación monocromáticas y 
coherentes no fue posible utilizar la dispersión inelástica, asociada a la 
pérdida o a la ganancia de energía, como principio de medida para el 
desarrollo de sensores ópticos,55 ya que la dispersión inelástica es un 
fenómeno poco frecuente y, por tanto, de baja intensidad, resultando 
difícil separarla de la dispersión elástica Rayleigh.  
5.1.4.4.1. Dispersión Raman 
Cuando un material se irradia con un haz de luz de mayor 
frecuencia (o energía) que la que corresponde a una transición entre dos 
niveles vibracionales de energía definida, la mayor parte de la radiación 
pasa a través de él sin atenuarse y sin ser absorbida. Sin embargo, una 
pequeña fracción de la misma es dispersada, experimentando ligeros 
cambios de frecuencia característicos del material analizado, 
independientemente de la frecuencia de la radiación incidente. En 1930, 
el físico indio C. V. Raman recibió el premio Nobel de física por describir 
este fenómeno que, si bien no es una absorción propiamente dicha, 
proporciona una información similar a la que se obtiene a partir de la 
espectroscopia IR.121 
Cuando la luz incidente interactúa con la red de fonones del 
material, los electrones pueden adquirir una energía demasiado alta 
como para originar la transición entre niveles vibracionales pero, a su 
vez, demasiado baja para dar lugar al tránsito entre niveles electrónicos. 
Así, el electrón se promociona a un nivel de energía no definida, y no 
predicho por la mecánica cuántica, denominado estado virtual de 
energía. Cuando pierde esta energía puede regresar al mismo nivel 
energético inicial, dando lugar a la dispersión Rayleigh. Sin embargo, si 
hay un cambio de la energía del fotón incidente, es decir, cede parte de 
su energía a la red de fonones o, a la inversa, la red cede parte de su 
energía al fotón, el electrón retorna a un estado energético diferente del 
inicial. Así, cuando el electrón, una vez promocionado al estado virtual, 
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regresa a un estado vibracional (𝜐1) energéticamente superior al inicial 
(𝜐0), la radiación incidente es dispersada con una energía inferior a la 
que tenía inicialmente al incidir sobre el material. Este fenómeno se 
denomina dispersión Raman Stokes. Por el contrario, si el electrón se 
promociona desde un nivel de energía 𝜐1 y regresa a un nivel de energía 
inferior 𝜐0, la radiación incidente es dispersada con una energía mayor 
a la que tenía inicialmente al incidir sobre el material, observándose el 
fenómeno de dispersión Raman anti-Stokes.122 
Las bandas Raman Stokes y anti-Stokes son espectralmente 
simétricas a la dispersión Rayleigh. La diferencia de frecuencias entre la 
línea Rayleigh y una de las líneas Raman está directamente relacionada 
con la diferencia de energía entre dos estados vibracionales, 
proporcionando la misma información que la espectroscopia IR. Por lo 
tanto, las espectroscopias IR y Raman son totalmente complementarias, 
presentando ventajas y limitaciones dependiendo del tipo de material 
analizado. 
Existen multitud de sensores ópticos basados en dispersión 
Raman,123 siendo las últimas tendencias la miniaturización para su 
adaptación a fibras ópticas y dispositivos de microfluídica, y la 
explotación del fenómeno de amplificación conocido como dispersión 
Raman amplificada en superficie (SERS), descrito en el apartado 5.1.5.2. 
5.1.4.5. Ventajas y desventajas de la transducción óptica 
Entre las ventajas más relevantes de los sensores ópticos se 
pueden destacar las indicadas a continuación:124,125,126,127,110  
1. Se trata de dispositivos eléctrica y químicamente pasivos. Por 
tanto, se pueden emplear en ambientes hostiles, corrosivos, 
radiactivos, con riego de explosión, etc. 
2. Son potencialmente muy fáciles de miniaturizar y de bajo peso 
gracias a la disponibilidad de componentes de pequeño tamaño y 
baratos que pueden encontrarse en el mercado.  
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3. Los sensores basados en fibra óptica o guías de onda plana no se 
ven afectados por interferencias electromagnéticas, pudiendo 
utilizarse en medios altamente contaminados desde el punto de 
vista electromagnético, al contrario que los sensores eléctricos 
convencionales, muy sensibles a las mismas. En aplicaciones 
clínicas no representan un riesgo para el paciente ya que no se 
requiere de una conexión eléctrica con el cuerpo, siendo 
especialmente útiles en radioterapia debido a su inmunidad 
frente a los campos electromagnéticos. 
4. La biocompatibilidad de la fibra óptica y la facilidad de realizar 
interfaces sencillas entre el sensor y la zona de medida facilita su 
empleo para la detección, medida y, a veces, actuación de/sobre 
variables biomédicas. 
5. Los sensores ópticos pueden adaptarse fácilmente para la 
monitorización simultanea de múltiples analitos empleando, por 
ejemplo, fibras ópticas o guías de onda plana. Alternativamente, 
puede efectuarse el sensado distribuido de un analito en distintas 
zonas, por ejemplo, en edificios, aeronaves, etc. 
6. Es posible medir a grandes distancias (incluso kilómetros) gracias 
a las características de la fibra óptica como canal de transmisión. 
Ésta es una ventaja muy interesante para medidas en ambientes 
peligrosos como áreas radiactivas, entornos muy fríos o calientes 
y salas limpias. Su empleo permite mayor flexibilidad espacial en 
comparación a otros instrumentos. 
7. En la mayoría de las ocasiones el sensor no consume analito, lo 
cual resulta crucial si se dispone de pequeñas cantidades de 
muestra.  
8. En el caso de los sensores de fibra óptica, ésta puede transmitir 
mucha más información que un conductor eléctrico. Las señales 
ópticas pueden diferir respecto a su longitud de onda, fase, perfil 
de decaimiento, polarización o modulación de intensidad, y 
cualquiera de ellas se puede emplear para desarrollar sensores. 
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Sin embargo, presentan ciertas limitaciones, tales como: 
1. Posibilidad de capturar y reflejar, enmascaradamente, variables 
ajenas a la deseada, objeto de medida, aspecto extensible a los 
sensores tradicionales. 
2. Posible fotodegradación o “lavado” del indicador cuando se 
utilizan fases reactivas. En estos casos, el empleo de una señal de 
referencia permite solventar el problema. Otras opciones incluyen 
el empleo de sensores basados en medidas de tiempos de vida de 
emisión o de lámparas muy intensas, solo cuando es 
estrictamente necesario. 
3. Intervalo dinámico limitado para sensores que emplean 
indicadores de pH o agentes quelatantes. 
4. Aumento del tiempo de respuesta cuando se requiere una 
transferencia de masa al emplear sensores en los que el indicador 
y el analito se encuentran en distinta fase. Este problema queda 
minimizado si se emplean pequeñas fases reactivas. La 
transferencia de masa puede resultar en un incremento de la 
sensibilidad y de la selectividad.  
5. En los sensores de fibra óptica, las impurezas espectrales de 
algunas de ellas pueden originar una absorción, fluorescencia o 
dispersión Raman de fondo. 
6. Disponibilidad limitada de algunos componentes del sensor, que 
aún se realizan a medida o en pequeña escala, encareciendo el 
dispositivo final. 
7. Disponibilidad limitada de reactivos y de procedimientos de 
inmovilización capaces de mejorar la selectividad/sensibilidad de 
los dispositivos actuales.  
5.1.5. Estrategias de amplificación de la señal óptica 
 En los últimos años se han desarrollado diversas estrategias 
basadas en el empleo de partículas metálicas para la amplificación de la 
señal óptica en el desarrollo de sensores. El principio químico-físico 
subyacente es, en ocasiones, complejo de explicar y difiere en función 
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del mecanismo de transducción. No obstante, el principio básico de 
medida es similar en todos los casos y está relacionado con las 
propiedades electrónicas de los metales que influyen, directa o 
indirectamente, en la onda asociada a los fotones incidentes.128 El área 
de la ciencia que explica estos fenómenos es la Plasmónica, una rama 
de la Nanofotónica, que estudia las interacciones entre la radiación 
electromagnética y los electrones de conducción en las interfases metal-
dieléctrico. 
Los metales se pueden aproximar a un plasma sólido donde los 
átomos son puntos masivos y fijos de carga positiva en un gas de 
electrones libres o nube electrónica, tal y como explica el modelo de 
Drude basado en la mecánica clásica.129 Las fluctuaciones de densidad 
de carga eléctrica del plasma se propagan a través de todo el sólido de 
manera cuantizada. La partícula virtual o quanta que lleva la carga de 
este fenómeno es el denominado plasmón. 
La perturbación de la nube electrónica respecto a su posición de 
equilibrio hace que ésta vibre a una frecuencia característica dada. 
Dicha oscilación puede producirse en materiales tridimensionales (𝜔𝑃, 
Figura 7 a), superficies metálicas (𝜔𝑆𝑃𝑃, Figura 7 b) o nanopartículas 
discretas (𝜔𝐿𝑆𝑃𝑅, Figura 7 c). Las nanopartículas metálicas discretas dan 
lugar a un tipo especial de plasmón superficial denominado plasmón 
superficial localizado (LSPR). Cuando la radiación incide sobre una 
nanopartícula con un tamaño inferior al de la longitud de onda de dicha 
radiación, las oscilaciones electrónicas quedan confinadas en un 
pequeño volumen (Figura 7 c). El campo eléctrico de la radiación induce 
un dipolo eléctrico en la nanopartícula, de forma que la nube 
electrónica se desplaza y, como consecuencia, ésta queda cargada 
positivamente en un extremo y negativamente en el opuesto. La fuerza 
que aparece al desplazar la nube electrónica de su posición de equilibrio 
hace que se generen dipolos, en el caso de nanopartículas pequeñas, o 
multipolos, si el tamaño de la nanopartícula supera los 30 nm.  
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Figura 7. Resonancia de plasmón en volumen (a), en superficie (b) y localizado (c). a) La 
frecuencia de oscilación de un metal describe la frecuencia por debajo de la cual la nube 
electrónica oscila con el campo eléctrico de la onda incidente, produciendo la reflexión de 
la misma. b) En una superficie bidimensional, la oscilación de la nube electrónica da 
lugar a la propagación de ondas con carga, denominadas polaritones (SPP). Las 
oscilaciones se acoplan al campo electromagnético, que se propaga por la superficie con 
una amplitud que decae exponencialmente con la distancia a la interfase, pudiendo 
penetrar hasta unos 200 nm en el dieléctrico. El hecho de que los SPP y los fotones 
tengan que acoplarse para que coincidan sus vectores de onda hace que la resonancia 
del polaritón solo exista para determinados ángulos de incidencia de la radiación. c) La 
resonancia de plasmón superficial localizado tiene lugar cuando la oscilación de la nube 
electrónica se confina en un pequeño volumen, típicamente alrededor de una 
nanopartícula metálica con un tamaño inferior al de la longitud de onda de la radiación 
incidente. La oscilación de los electrones genera elevados valores de las secciones 
eficaces de absorción y dispersión, así como un campo electromagnético amplificado. 
Para nanopartículas de tamaño inferior a 15 nm la absorción domina sobre la dispersión, 
mientras que, al ir aumentando el tamaño de estas, la dispersión de la radiación va 
siendo cada vez mayor. 
5.1.5.1. Nanopartículas metálicas 
Existen algunas diferencias fundamentales entre los plasmones 
SPP y los LSPR. En el caso de las nanopartículas existe una gran 
dependencia del tipo de metal empleado en su fabricación, su forma y 
tamaño.130 La observación del plasmón LSPR en una nanopartícula 
metálica exige protocolos sintéticos estrictos en lo referente a la pureza 
de reactivos, orden de mezcla de los mismos y control de diferentes 
parámetros físico-químicos durante la síntesis, tales como temperatura, 
pH y fuerza iónica. 
El control sobre la nucleación y el crecimiento de nanoestructuras 
es paradójico en sí mismo, en el sentido de que las nanopartículas 
deben crecer incorporando masa de forma continua a la superficie de la 
agrupación o clúster inicial, pero, a su vez, es necesario impedir su 
crecimiento excesivo para evitar que se comporten como un material 
tridimensional masivo. A priori, se trata de un equilibrio complicado de 
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lograr, ya que las nanopartículas tienden a interactuar entre ellas 
dando lugar a agregaciones y, en definitiva, a precipitar en el medio de 
reacción. 
La influencia de otros parámetros en la observación del plasmón 
LSPR se comenta a continuación. 
5.1.5.1.1. Tipo de metal 
 En general, cualquier metal nanoestructurado con una nube 
electrónica presenta una frecuencia de plasmón LSPR. Metales nobles, 
como el platino, o mucho más reactivos, como el aluminio, han sido 
utilizados en el área de la plasmónica.131 Se ha demostrado la 
posibilidad de encontrar el plasmón LSPR incluso en semiconductores 
altamente dopados.132 Sin embargo, desde el punto de vista analítico, 
solo son interesantes aquellos que reúnen una serie de requisitos, tales 
como que la frecuencia de plasmón LSPR se encuentre en la región UV-
Vis del espectro electromagnético y que la capacidad de transformar la 
radiación absorbida en energía térmica sea baja o prácticamente nula. 
En este sentido, los metales del grupo 11 de la tabla periódica (cobre, 
plata y oro) son los mejores candidatos. Particularmente el oro, gracias 
a su mayor estabilidad en medios relativamente agresivos, es el 
candidato más adecuado para el análisis de muestras reales, a pesar de 
presentar una intensidad de plasmón inferior a la del cobre o la 
plata.133 
5.1.5.1.2. Tamaño de la nanopartícula 
Cuanto mayor sea el tamaño de la nanopartícula, menor será la 
repulsión entre los electrones y mayor será el desplazamiento de la 
frecuencia del plasmón hacia la zona roja del espectro electromagnético 
(Figura 8).134 En nanopartículas con un diámetro inferior a 15 nm tiene 
lugar una mayor absorción de la energía del plasmón, mientras que en 
partículas de mayor tamaño la energía del plasmón es re-irradiada 
dando lugar a una mayor dispersión.130 Por este motivo, la señal 
observada en los espectros UV-Vis corresponde al efecto conjunto tanto 
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de la absorción como de la dispersión de la energía del plasmón, 
también conocido como extinción. La fácil conversión de la energía de 
una nanopartícula en calor hace que el tiempo de vida del plasmón 
LSPR sea inferior al del plasmón SPP. Por todo ello, las bandas del 
espectro UV-Vis son mucho más anchas en el primer caso. 
 
Figura 8. Nanopartículas de oro de diferente tamaño sintetizadas empleando sucesivas 
etapas de re-crecimiento,135 y sus correspondientes espectros de absorción UV-Vis 
normalizados a 400 nm. A medida que aumenta el tamaño de la partícula de (a) 13 nm 
hasta (g) 100 nm, el máximo de la frecuencia del plasmón LSPR se desplaza hacia el 
rojo, desde (a) 520 nm hasta (g) 560 nm. Por otra parte, la dispersión de la radiación 
incidente aumenta progresivamente al aumentar el tamaño de la nanopartícula. 
5.1.5.1.3. Formato de la nanopartícula 
 La forma de la banda del espectro UV-Vis puede modificarse 
cambiando la geometría de la nanopartícula. La fabricación de 
nanopartículas que contengan en su estructura puntas o bordes 
afilados se traduce en la concentración o focalización del campo 
electromagnético en estos puntos, incrementando su intensidad de 
forma local. Este incremento favorece que penetre en el medio que lo 
rodea, aproximadamente, entre 10 y 30 nm desde la superficie de la 
nanopartícula. Por otra parte, los plasmones SPP penetran entre 100 y 
200 nm, por lo que su sensibilidad a pequeños cambios en las 
cercanías de la superficie del metal es mucho mayor.136 
 Existen multitud de protocolos de síntesis, ya sea en medio 
acuoso u orgánico, para fabricar nanopartículas metálicas isótropas o 
anisótropas. En general, emplean otros metales nobles para favorecer el 
crecimiento de la nanoestructura en determinadas direcciones 
cristalográficas y se basan en un crecimiento mediado por semillas o en 
capas sucesivas.137 
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Figura 9. Micrografías TEM de nanopartículas de oro en formato de esferas (a) y 
nanoestrellas (b). En los espectros de absorción (c) se observan los máximos LSPR en 
520 nm y 862 nm, respectivamente. El crecimiento de puntas desplaza el máximo de 
absorción hasta la región IR, mientras que el aumento de tamaño de la estructura 
incrementa el efecto de dispersión. Datos no publicados. 
5.1.5.2. Dispersión Raman amplificada en superficie 
Además de los intensos fenómenos de absorción y dispersión 
observados en las nanopartículas, la excitación de los plasmones LSPR 
da lugar a campos electromagnéticos fuertemente amplificados cerca de 
su superficie. Estos campos contribuyen electromagnéticamente a las 
señales Raman de las moléculas situadas en su cercanía, provocando 
aumentos de intensidad para ciertos modos de vibración concretos. 
Esta es la base de la técnica SERS que, a pesar de haber sido 
descubierta hace varias décadas, se basa en mecanismos químico-
físicos aún objeto de estudio. No obstante, la condición indispensable 
para que se produzca el evento de amplificación es que la molécula esté 
adsorbida o inmovilizada sobre la superficie de la nanopartícula 
metálica.138 
Aunque la teoría prevé un incremento de la señal Raman para 
toda molécula en contacto con una superficie metálica, en ocasiones no 
se observa dicho incremento, pudiendo incluso producirse una 
disminución de la señal debido a la cancelación de algún modo 
vibracional como consecuencia de la cancelación del dipolo molecular. 
Por otra parte, también es posible observar incrementos de la señal 
Raman superiores a los esperados. 
Teórica y experimentalmente, existen una serie de factores que 
influyen de forma directa sobre esta amplificación, tales como el tipo y 
la energía del enlace entre la molécula y la nanopartícula, la rugosidad 
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superficial de la nanopartícula o la longitud de onda de la radiación de 
excitación. En general, los mecanismos implicados en la amplificación 
se dividen en químicos y electromagnéticos, si bien no es posible, 
experimentalmente, hacer una clara separación entre sus 
contribuciones individuales.139 
5.1.5.3. Fluorescencia amplificada en superficie 
Al igual que en el caso de las transiciones vibracionales en la 
dispersión Raman, el campo electromagnético generado por los 
plasmones LSPR de una nanopartícula metálica puede acoplarse con 
las transiciones electrónicas de determinadas moléculas, pudiendo dar 
lugar a la denominada luminiscencia amplificada en superficie, siendo 
la fluorescencia amplificada en superficie (SEF) la más estudiada.140 
 Una nanopartícula metálica puede modificar la emisión de un 
fluoróforo mediante la alteración de los procesos radiativos y no 
radiativos que tienen lugar tras su excitación, dando lugar a variaciones 
tanto del rendimiento cuántico como del tiempo de vida media de 
emisión. La transferencia de energía entre un plasmón LSPR y el 
fluoróforo está dominada por las interacciones dipolo-dipolo a través de 
múltiples mecanismos, los cuales dependen, fundamentalmente, de la 
distancia entre la nanopartícula y el fluoróforo.141 Así, si la banda del 
plasmón solapa con la banda de excitación del fluoróforo, el 
acoplamiento entre ambas será tanto más eficaz cuanto más cerca se 
encuentre la molécula de la superficie de la nanopartícula. 
Alternativamente, si solapa con la banda de emisión, la eficacia de 
dicho acoplamiento será mayor cuanto mayor sea la distancia entre 
ambas. No obstante, en la mayoría de los casos, la banda del plasmón 
solapa, en mayor o menor extensión, tanto con la banda de absorción 
como con la banda de emisión del fluoróforo y, en general, el mayor 
efecto SEF tiene lugar cuando la distancia entre la nanopartícula 
metálica y el fluoróforo está comprendida entre 10 y 30 nm (Figura 10), 
dependiendo, entre otros parámetros, de la morfología de la 
nanopartícula y de la orientación del fluoróforo. 
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Figura 10. a) Representación esquemática de las regiones donde se observan los 
efectos SERS y SEF con respecto a una nanopartícula esférica. b) Variación general de 
la excitación y emisión de un fluoróforo, así como su efecto combinado, al acoplarse 
dichas señales al plasmón superficial de una nanopartícula en función de la distancia a 
la misma. 
5.1.6. Formatos de ensayo 
Los formatos de ensayo aquí mencionados están particularizados 
para el caso concreto de los MIPs como elementos de reconocimiento 
selectivo y como extensión de los ensayos más habituales que emplean 
elementos de reconocimiento biológicos. Así, este apartado sirve como 
preámbulo para la siguiente sección, donde se detallarán ampliamente 
estos materiales biomiméticos 
Por analogía con los elementos de bioreconocimiento,142 los 
formatos de ensayo empleados en combinación con los polímeros de 
impronta molecular pueden clasificarse atendiendo a distintos criterios:  
a) Sin marcaje (label-free) o con marcaje (label-based). Cuando el 
analito a determinar presenta propiedades ópticas características, 
es posible relacionar la señal óptica medida, tras la interacción con 
el MIP, con su presencia/concentración en la muestra.  
En caso contrario, deben utilizarse marcadores para monitorizar la 
interacción del analito con el elemento de reconocimiento. Existen 
varias alternativas, como por ejemplo: i) la derivatización del analito 
con una molécula que presente propiedades ópticas cuantificables 
(fluorescencia, fosforescencia, radioactividad, etc.), en una etapa 
previa a su determinación;143 ii) tras la interacción del analito con la 
fase sensora, el complejo formado se derivatiza para originar una 
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especie ópticamente cuantificable.144 Actualmente, la disponibilidad 
de marcadores se ha ampliado a otras especies, como los puntos 
cuánticos, las nanopartículas, etc.  
A pesar de que el empleo de marcadores está muy extendido, estos 
ensayos presentan algunas limitaciones relacionadas 
principalmente con el rendimiento de la reacción de derivatización, 
la mayor manipulación de la muestra, el incremento del tiempo 
necesario para realizar el ensayo y/o el coste del mismo. 
 
Figura 11. Formatos de ensayo empleando MIPs. Las múltiples posibilidades 
existentes hacen que varios de ellos puedan estar clasificados en distintas categorías. 
Los directos se encuentran dentro de la zona delimitada por la línea continua de color 
azul oscuro e incluyen ensayos de tipo pseudo-inmunoensayo (“immuno-like”, zona 
delimitada por línea discontinua rosa), pseudo-receptor (“receptor-like”, zona delimitada 
por línea discontinua naranja) y pseudo-enzimático (“enzymatic-like”, zona delimitada 
por línea discontinua morada). Los indirectos, delimitados por la línea continua de color 
verde, pueden ser de tipo competitivo o no competitivo, siendo ambos de tipo pseudo-
inmunoensayo. Por otra parte, dentro de los ensayos directos, se puede hacer otra 
subclasificación, en función de si el ensayo requiere o no de una etapa de separación 
previa a la medida, dividiéndose en ensayos homogéneos o heterogéneos (zona 
delimitada por la línea punteada de color azul claro). 
b) Directos o indirectos. En función de la forma de detección se pueden 
clasificar los ensayos basados en MIPs en directos (o libres de 
marcaje), cuando no se requieren especies auxiliares para evaluar la 
extensión de la reacción de reconocimiento; o indirectos, cuando se 
necesita una segunda especie marcada para llevar a cabo la 
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cuantificación del analito (Figura 11).145 En este caso, los ensayos 
biomiméticos pueden clasificarse en función del tipo de marcador 
utilizado, destacando aquellos que emplean una enzima, un 
marcador radiactivo, un marcador fluorescente o una molécula 
quimioluminiscente. 
c) Competitivos o no competitivos. En función del diseño, los ensayos 
basados en MIPs pueden dividirse en competitivos (de inhibición o 
reactivo limitante) o no competitivos (o de reactivo en exceso). En los 
primeros, el analito rivaliza con un homólogo marcado por entrar en 
los sitios de unión específicos del polímero, que se encuentra en 
cantidad limitante. En estos ensayos puede determinarse la fracción 
de especie marcada unida al elemento de reconocimiento o la que 
queda libre en disolución, una vez alcanzado el equilibrio. En 
general, la sensibilidad de este ensayo aumenta al disminuir el 
número de sitios de reconocimiento de la fase sensora y depende, 
directamente, de la afinidad por los sitios de unión selectivos en el 
polímero tanto del analito como del homólogo marcado. En los 
ensayos no competitivos el analito interacciona con el MIP, 
midiéndose los sitios ocupados al emplear un exceso de polímero. 
En general, el intervalo dinámico de estos ensayos es mayor que en 
el caso anterior. 
d) Homogéneos o heterogéneos. En función del lugar en el que se lleva 
a cabo la interacción analito-MIP, los ensayos pueden ser 
homogéneos, cuando la reacción de reconocimiento se produce en el 
seno de la disolución sin que haya separación física entre el analito 
y el resto de componentes de la matriz; o heterogéneos, cuando la 
interacción tiene lugar en la interfase entre un soporte sólido y la 
disolución, permitiendo la separación del analito del resto de la 
matriz.146 
e) Catalíticos o de afinidad. Al igual que los biosensores, los sensores 
biomiméticos basados en el empleo de MIPs pueden clasificarse en 
dos grupos, catalíticos y de afinidad, atendiendo al mecanismo de la 
interacción entre el elemento de reconocimiento y el analito. Los 
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ensayos catalíticos son aquellos en los que el MIP se comporta como 
un catalizador biológico (conocidos como ensayos pseudo-
enzimáticos por analogía con los biosensores), mediando en una 
reacción química en la que, generalmente, se forma un producto con 
propiedades ópticas características y cuya concentración se 
correlaciona con la del analito presente en la muestra. Los ensayos 
de afinidad (conocidos como ensayos de pseudo-afinidad por 
analogía con los biosensores) se basan en la interacción del analito 
de interés con el MIP sin que medie transformación catalítica 
alguna.147 
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5.2. Polímeros de impronta molecular 
 Los polímeros de impronta molecular (MIPs, del inglés molecularly 
imprinted polymers) son materiales sintéticos que se comportan como 
receptores biomiméticos artificiales capaces de reconocer selectivamente 
un determinado analito. Los MIPs se obtienen sintetizando una 
estructura macromolecular altamente entrecruzada alrededor de una 
molécula “plantilla” que se extrae tras la polimerización. Se originan así 
cavidades (sitios de unión) en el polímero, complementarias en forma, 
tamaño y distribución de grupos funcionales a la plantilla, lo que 
permite su posterior reconocimiento selectivo. 
En los últimos años, el número de aplicaciones de los MIPs en el 
ámbito de la Química Analítica ha aumentado exponencialmente, lo que 
ha favorecido su comercialización en algunas áreas concretas 
relacionadas, principalmente, con la extracción en fase sólida (SPE, del 
inglés solid phase extraction). 
La bibliografía recoge revisiones muy interesantes sobre los 
aspectos más relevantes de la tecnología de impronta 
molecular.148,149,150,151 En este capítulo se resumen las principales 
características de los MIPs incluyendo los posibles tipos de impronta, 
formatos físicos, así como algunos aspectos destacados relacionados 
con su obtención. 
5.2.1. Evolución y concepto de “impronta molecular” 
Desde sus inicios, hace ya cuarenta años, la impronta molecular 
se ha extendido a áreas muy diversas y ha implicado la utilización de 
distintos materiales, cambiando y evolucionando a medida que surgían 
nuevas técnicas para su obtención.152 Conceptualmente, la impronta 
molecular nació con el objetivo de preparar materiales sintéticos 
capaces de mimetizar la unión selectiva de determinadas moléculas a 
elementos de reconocimiento biológico, tales como anticuerpos y 
enzimas. En 1946, Linus Pauling estableció que las enzimas son 
moléculas complementarias estructuralmente a los complejos activados 
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de las reacciones que catalizaban,153 reforzando así el principio “llave – 
cerradura” propuesto por Ehrlich medio siglo antes.154  
Desde entonces, la comunidad científica ha tratado de aplicar el 
concepto enunciado por Pauling al desarrollo de materiales sintéticos 
que mimeticen las características de reconocimiento selectivo de las 
biomoléculas. Aproximadamente veinte años después de los 
descubrimientos de Pauling, Frank H. Dickey, un discípulo suyo, 
preparó geles de sílice en presencia de distintos colorantes, obteniendo 
materiales que presentaban cierta afinidad por el compuesto específico 
utilizado en la síntesis. En su conclusión final, Dickey estableció lo que 
hoy podría considerarse una de las primeras definiciones de un MIP: “El 
adsorbente presenta una especie de bolsillos que se ajustan, en gran 
manera, a la molécula ajena al sistema, y la retiene mediante fuerzas de 
van der Waals, enlaces de hidrógeno, atracciones interiónicas y otro tipo 
de interacciones intermoleculares”.155 
Los avances más recientes en técnicas de síntesis de materiales 
sol-gel son los responsables del modesto, pero progresivo, incremento 
en el número de publicaciones relacionadas con la síntesis de MIPs 
basados en este tipo de materiales (Figura 12).  
La tecnología de impronta despuntó con la introducción de los 
polímeros orgánicos. Durante los años 70 se reportaron los primeros 
ejemplos de impronta covalente en polímeros vinílicos en los grupos de 
Günter Wulff e Irving M. Klotz,156,157 mientras que la impronta de tipo 
no covalente no se introdujo hasta doce años después.158 Ambas 
aproximaciones tenían como objetivo la creación de una red polimérica 
con cavidades modeladas a medida del analito de interés, con una alta 
especificidad y afinidad por el mismo. La generación de dicha cavidad 
exige una estabilización estructural que mantenga su conformación 
tridimensional tras la extracción de la molécula plantilla. Este hecho ha 
dado lugar a la aparición del concepto “altamente entrecruzado” en la 
definición de MIP, que clásicamente se ha conseguido con la inclusión 
en la mezcla de prepolimerización de un elevado porcentaje de 
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monómeros entrecruzantes, respecto al resto de componentes. Sin 
embargo, en la actualidad, gracias a la aparición de nuevas técnicas y 
formatos de polimerización, es posible obtener buenos reconocimientos 
selectivos a pesar de que la red polimérica tridimensional no esté 
estructuralmente restringida en términos de grados de libertad. Esto 
sucede, por ejemplo, en el caso de los micro y nanogeles, donde además 
se reducen considerablemente las cinéticas de unión.159  
En la actualidad, la tecnología de impronta molecular ha 
evolucionado enormemente dando lugar a nuevos materiales en 
distintos formatos y con diferentes propiedades físicas y químicas, 
ampliando los campos de aplicación de los MIPs.160 La cantidad de 
publicaciones ha ido creciendo a un ritmo exponencial, alcanzando 
valores superiores a 1000 publicaciones en el año 2015, entre artículos, 
libros, capítulos, revisiones y patentes, como se puede observar en la 
Figura 12.  
 
Figura 12. Progresión del número de publicaciones asociadas a elementos de 
reconocimiento basados en la tecnología de impronta molecular; en negro, materiales 
poliméricos (MIPs) orgánicos en el periodo 1984-2015; en rojo, materiales obtenidos a 
partir de procesos sol-gel (gel de sílice improntado) en el periodo 1996-2015. Fuente: 
Base de datos de Scopus. 
En general, un MIP se obtiene a partir de una serie de unidades 
monoméricas que presentan, por un lado, algún grupo funcional 
orgánico con reactividad suficiente para provocar su polimerización 
1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
0
10
20
30
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
1100
 Polímeros orgánicos
 Sol-gel
Año de publicación
N
ú
m
e
ro
 d
e
 p
u
b
li
c
a
c
io
n
e
s
Introducción 
116 
dando lugar a una estructura macromolecular y, por otro, un grupo 
funcional capaz de interaccionar con la molécula plantilla utilizada en 
la síntesis. Estas unidades reciben el nombre de monómeros 
funcionales. En el esquema más simplificado, una mezcla de 
prepolimerización presenta uno o varios monómeros funcionales, una 
molécula plantilla, un disolvente, un iniciador de la polimerización y un 
monómero entrecruzante. No obstante, la mezcla puede contener otros 
elementos, o carecer de alguno de los mencionados anteriormente, con 
objeto de modificar la estructura, formato físico y/o tamaño del MIP, o 
bien para incrementar la afinidad del material final. 
 
Figura 13. Representación esquemática de los pasos implicados en la obtención de un 
MIP. 
Las etapas básicas para la producción y la aplicación de un MIP 
(Figura 13) son las que se mencionan a continuación:161 
1. Incubación de la molécula plantilla para la que se desea obtener el 
elemento de reconocimiento selectivo con el/los monómero/s 
funcional/es. Una vez formado el complejo plantilla-monómero 
funcional se adicionan los otros elementos constituyentes de la 
mezcla de prepolimerización, tales como monómeros diluyentes, 
entrecruzante e iniciador de la polimerización. En ocasiones, todos 
los elementos se adicionan en la mezcla desde el inicio del proceso, 
dependiendo del tipo de impronta que se va a llevar a cabo 
(apartado 5.2.2.). 
Polímeros de impronta molecular 
117 
2. Polimerización de los monómeros presentes en la mezcla para dar 
lugar a una estructura fuertemente entrecruzada alrededor de la 
molécula plantilla (apartado 5.2.3.). La reacción suele iniciarse 
empleando un iniciador radicalario que se activa, típicamente, con 
el uso de radiación electromagnética en el intervalo UV-Vis o por 
incremento de la temperatura. 
3. Extracción de la plantilla del sitio de reconocimiento tras la síntesis 
del polímero. El procedimiento empleado depende del tipo de 
impronta, requiriéndose condiciones más o menos drásticas en 
función de la estabilidad del complejo formado en la mezcla de 
prepolimerización. 
4. Reconocimiento del analito por parte del polímero. En esta etapa se 
evalúa la capacidad del polímero sintetizado para reconocer 
selectivamente al analito en comparación con otras especies 
relacionadas. 
En condiciones ideales se generan en el MIP cavidades de 
reconocimiento muy selectivas a la molécula plantilla empleada en la 
polimerización. No obstante, dependiendo de la estabilidad del complejo 
plantilla-monómero funcional, tanto en la mezcla de prepolimerización 
como durante la reacción de síntesis, pueden generarse cavidades de 
reconocimiento de afinidad variable en el polímero. Por otra parte, la 
incorporación de algunos monómeros funcionales en zonas alejadas de 
las cavidades selectivas en la red polimérica puede dar lugar a la 
aparición de interacciones no específicas.  
 Para valorar la contribución de dichas interacciones se emplea un 
material de referencia. En general, dicho material consiste en un 
polímero no improntado (NIP, del inglés non-imprinted polymer) obtenido 
en las mismas condiciones sintéticas que el MIP, pero en ausencia de la 
molécula plantilla. Sin embargo, en algunos casos, por motivos de la 
reactividad de la mezcla de prepolimerización, la síntesis del polímero 
de referencia se realiza en presencia de una plantilla diferente a la 
utilizada para la preparación del MIP, que confiere al polímero final 
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unas características morfológicas y de reactividad similares a las del 
material improntado, a excepción de su selectividad hacia el analito 
seleccionado. El polímero obtenido en estas condiciones se conoce como 
polímero improntado de control (CIP, del inglés control imprinted 
polymer). Este material suele presentar una porosidad, área superficial 
y composición de grupos funcionales semejante a la del MIP, aunque 
difieren en su selectividad hacia la plantilla original.162 En la Tabla 5 se 
muestran, de forma esquemática, las diferencias fundamentales entre 
los MIPs y los anticuerpos (Ab).163,164 
Tabla 5. Características generales que diferencian los MIPs de los anticuerpos.163,164 
Característica MIPs Anticuerpos 
Sitios de unión 
Heterogéneos 
(policlonales) 
Altamente selectivos y 
homogéneos en el caso 
de los Ab monoclonales 
Síntesis Sencilla 
Complicada producción 
y manipulación 
Afinidad 
Dependiente de varios 
factores, <107 M-1 
Elevada, >109 M-1 
Coste Bajo Elevado 
Estabilidad 
Robustos y resistentes 
ante condiciones 
químicas y físicas 
agresivas 
Incompatibles con 
medios agresivos, 
estabilidad limitada 
Almacenamiento 
Varios años sin pérdidas 
apreciables de su 
rendimiento 
Varios días, pérdida de 
características tras 
sucesivos ciclos de 
congelación-
descongelación 
Disolvente 
Excelente 
reconocimiento en 
disolventes orgánicos 
Funcionamiento óptimo 
en medio acuoso 
Densidad de 
sitios de unión 
Elevada Baja 
Termodinámica 
de unión 
Bajas constantes de 
asociación y disociación 
Alta constante de 
asociación, baja 
constante de disociación 
Disponibilidad 
comercial 
Limitada 
Limitada, producción 
bajo demanda 
Riesgos 
Reactivos tóxicos y 
materiales 
nanoparticulados 
No 
Estado del arte En continua evolución Maduro 
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5.2.2. Tipos de impronta 
La mayoría de los procedimientos que se describen en la 
bibliografía para la preparación de MIPs se diferencian en el tipo de 
interacción establecida entre la molécula plantilla y los monómeros 
funcionales en la mezcla de prepolimerización. En este apartado se 
describen los tipos de impronta utilizados en la tecnología MIP. 
5.2.2.1. Impronta covalente 
La aproximación covalente en la impronta molecular, también 
conocida como aproximación pre-organizada,165 implica la síntesis de 
un complejo plantilla-monómero funcional estabilizado mediante 
enlaces covalentes reversibles. Seguidamente se lleva a cabo la 
polimerización, obteniéndose una red polimérica tridimensional de la 
que se extrae la molécula plantilla, en una etapa posterior. En la Figura 
14 se esquematiza el proceso de impronta covalente. 
 
Figura 14. Ejemplo de impronta covalente para el complejo formado entre el fenil-α-D-
manósido, molécula plantilla, y el ácido 4-vinilfenilborónico, monómero funcional. En la 
primera etapa (1) se forma un complejo covalente entre la molécula plantilla y el 
monómero funcional; en el siguiente paso (2) el complejo se adiciona a la mezcla de 
prepolimerización y, posteriormente (3), se lleva a cabo la polimerización. La extracción 
de la molécula plantilla requiere la ruptura de los enlaces covalentes del complejo, que 
deberán volver a formarse en la etapa de reconocimiento. Adaptación de la referencia 
166. 
Reconocimiento
Extracción
1 2
3
Introducción 
120 
Una de las ventajas de esta aproximación es la gran 
homogeneidad de los sitios de unión gracias a la estabilidad del 
complejo formado con la molécula plantilla durante la polimerización, 
de forma que el porcentaje de unión no específica es muy pequeño. La 
mayor limitación de éste método viene determinada por la dificultad de 
extraer la molécula plantilla tras la polimerización, dada la gran 
estabilidad del complejo monómero(s)-plantilla. Además, esta 
aproximación está restringida a ciertos tipos de monómeros funcionales 
y plantillas, lo que condiciona el proceso de preparación del complejo 
correspondiente. 
La aproximación covalente, como se deduce de numerosos 
estudios de revisión,167 se considera más apropiada para la preparación 
de MIPs para su aplicación en procesos catalíticos o de separación que 
para el desarrollo de sensores, debido a la formación de sitios de unión 
mucho más específicos que en otras aproximaciones.168 Por este motivo, 
la mayoría de los sistemas catalíticos basados en MIPs se preparan 
empleando esta aproximación o bien empleando complejos 
monómero(s)-plantilla basados en interacciones estequiométricas no 
covalentes (apartado 5.2.2.2.) con altas constantes de asociación (102 –
107 M-1).  
5.2.2.2. Impronta no covalente 
La otra gran aproximación a la impronta molecular se basa en la 
formación de enlaces no covalentes entre la plantilla y los monómeros 
funcionales en la mezcla de prepolimerización. Esta aproximación de 
autoensamblaje165 está basada en la diversidad de interacciones débiles 
no covalentes que aparecen en la naturaleza: fuerzas de van der Waals, 
enlaces de hidrógeno, fuerzas de dispersión de London, interacciones 
iónicas y fuerzas hidrofóbicas.169,170 
Entre las ventajas de la impronta no covalente se incluyen la 
simplicidad del procedimiento sintético, que no requiere una 
derivatización previa de la molécula plantilla antes de la polimerización, 
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y la facilidad para extraer el analito de la cavidad creada. Además, es 
compatible con el empleo de una gran cantidad de monómeros 
disponibles comercialmente. En muchos casos se utiliza como plantilla 
una molécula estructuralmente relacionada con el analito, pero distinta 
de este, para evitar problemas relacionados con el sangrado del analito 
del polímero en la etapa de medida, o bien para evitar su toxicidad, 
coste y/o disponibilidad limitada.171 
En general, en la etapa de síntesis se emplea un gran exceso de 
monómero funcional respecto a la plantilla, relaciones estequiométricas 
iguales o superiores a 4:1, con objeto de desplazar el equilibrio hacia la 
formación del complejo.167 Esta práctica es la responsable de una de las 
principales limitaciones de la impronta no covalente, i. e. la presencia 
de un número relativamente grande de grupos funcionales distribuidos 
fuera de las cavidades de reconocimiento selectivo, que favorece el 
incremento de las interacciones no específicas y disminuye la capacidad 
del MIP. Además, la formación de complejos monómero(s)-plantilla de 
distinta estequiometría favorece la generación de una población de 
sitios de unión heterogénea con distintas constantes de afinidad.172 Por 
otra parte, los MIP obtenidos por la vía no covalente suelen ser menos 
selectivos y pueden reconocer tanto la molécula plantilla como otros 
compuestos estructuralmente relacionados. Lejos de suponer una 
desventaja, esta reactividad cruzada se puede aprovechar, por ejemplo, 
para analizar una familia de compuestos.173  
En los últimos años, se ha realizado un particular esfuerzo en el 
diseño de monómeros funcionales “a la carta” que permitan la 
introducción de distintas funcionalidades tales como: varios grupos 
polimerizables, que incrementen la estabilidad tridimensional del sitio 
de unión;174 y/o grupos cromóforos o luminóforos, que permitan su 
aplicación en el campo de los sensores ópticos.142 En la Figura 15 se 
esquematiza el proceso de impronta no covalente.  
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Figura 15. Ejemplo de impronta no covalente para un derivado de L-fenilalanina, 
molécula plantilla, y el ácido metacrílico, monómero funcional. En la primera etapa (1) se 
forma un complejo entre la molécula plantilla y el monómero funcional basado en 
interacciones no covalentes (en exceso estequiométrico, ≥ 1:4); en el siguiente paso (2) el 
complejo se adiciona a la mezcla de prepolimerización y, posteriormente (3), se lleva a 
cabo la polimerización. Tras romper las interacciones débiles entre la molécula plantilla 
y la matriz polimérica, el reconocimiento tiene lugar gracias a interacciones no 
covalentes. Adaptación de la referencia 175. 
Se han desarrollado otros modelos alternativos de impronta no 
covalente basados en interacciones mediadas por metal o efectos 
hidrofóbicos.176,177 La preparación de MIPs mediante estos 
procedimientos permite ampliar la impronta molecular a moléculas 
plantilla con otras características químicas. En el caso de los polímeros 
obtenidos empleando interacciones mediadas por iones metálicos, éstos 
se han aplicado al desarrollo de sensores selectivos a iones, así como a 
la preconcentración de los mismos y en procesos de remediación.178 Los 
polímeros de impronta obtenidos mediante interacciones hidrofóbicas 
permiten el reconocimiento de compuestos no polares en medios 
acuosos. Por ejemplo, los MIPs basados en ciclodextrinas179 pueden 
formar complejos de inclusión no covalentes de tipo huésped-anfitrión 
con gran variedad de moléculas, dando lugar a sitios de unión de alta 
afinidad. 
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5.2.2.3. Impronta semicovalente 
En esta aproximación, la molécula plantilla se une previamente al 
monómero(s) funcional(es) de modo covalente, aunque el reconocimiento 
selectivo se produce mediante interacciones no covalentes.180 Esta 
aproximación combina las ventajas y las limitaciones de las improntas 
covalente y no covalente, tal y como se recoge en la Tabla 6. Además, a 
diferencia de la impronta covalente, esta técnica es compatible con una 
gran cantidad de procesos de polimerización.181  
Tabla 6. Algunas ventajas y desventajas de las improntas covalente, semicovalente y 
no covalente. 
 Covalente Semicovalente No covalente 
Ventajas 
Distribución de 
sitios de unión 
homogénea 
Distribución de 
sitios de unión 
homogénea 
Impronta 
sencilla, rápida 
y eficiente en un 
único reactor 
Sitios de unión 
altamente 
selectivos 
Sitios de unión 
altamente 
selectivos 
Proceso versátil 
aplicable a gran 
cantidad de 
plantillas y 
monómeros 
Interacciones no 
específicas bajas 
Interacciones no 
específicas bajas 
Cinéticas de 
reconocimiento 
rápidas y 
sencillas 
Residuos de los 
monómeros 
funcionales en 
los sitios de 
unión del analito 
Cinéticas de 
reconocimiento 
rápidas 
Desventajas 
Requiere de dos 
pasos de síntesis 
adicionales: 
formación del 
complejo y 
rotura del 
mismo tras la 
polimerización 
Requiere de dos 
pasos de síntesis 
adicionales: 
formación del 
complejo y 
rotura del 
mismo tras la 
polimerización 
Elevadas 
interacciones no 
específicas 
debido al exceso 
de monómeros 
funcionales 
Cinéticas lentas 
Distribución de 
sitios de unión 
heterogénea 
Limitado a 
determinadas 
plantillas y 
monómeros 
funcionales 
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Una variante de la impronta semicovalente consiste en el empleo 
de espaciadores químicos introducidos entre la plantilla y los 
monómeros funcionales, de forma que tras la ruptura de estos enlaces 
los espaciadores se pierden. Esta aproximación se denomina 
metodología de espaciador sacrificable.182 El uso del espaciador previene 
el colapso estérico durante la etapa de reconocimiento no covalente, que 
es una de las principales limitaciones de la impronta semicovalente.  
5.2.3. Reacciones de polimerización empleadas para la 
obtención de MIPs 
Como ya se indicó anteriormente, desde un punto de vista 
sintético un material improntado, ya sea orgánico o inorgánico, se 
obtiene a partir de la polimerización de pequeñas unidades 
estructurales periódicas, denominadas monómeros, generándose un 
material macromolecular.183 Aunque a priori esta definición puede 
parecer sencilla y lógica en la actualidad, no fue admitida por la 
comunidad científica hasta la década de los años 30. Hasta ese 
momento, se consideraba un polímero como un agregado coloidal de 
pequeñas moléculas sin estructura química definida.  
En este apartado se describen las diferentes reacciones de 
polimerización utilizadas hasta el momento para la obtención de 
polímeros de impronta molecular: polimerización por condensación y 
polimerización por adición, ya sean de uno o varios comonómeros 
(reacciones de copolimerización). 
5.2.3.1. Obtención de MIPs mediante polimerización por 
condensación 
La reacción de policondensación, o polimerización por 
condensación, implica la mezcla de varias sustancias entre sí para crear, 
por reacción con otros monómeros, el correspondiente polímero. A 
diferencia de otros tipos de polimerizaciones, en la reacción por 
policondensación se produce una pequeña molécula, generalmente 
agua, metanol o etanol, que se libera al medio.184  
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La mayoría de los MIPs preparados mediante reacciones de 
policondensación se obtienen a partir de organosilanos. El proceso de 
obtención del material improntado implica una primera etapa de 
hidrólisis, catalizada en medio ácido o básico, y una etapa de 
polimerización/condensación. Este tipo de MIPs se caracterizan por su 
capacidad para reconocer un amplio número de compuestos, desde 
iones185 hasta moléculas orgánicas.186 Además, el tipo de impronta 
puede ser tanto covalente187 como no covalente,188 y en forma de 
partícula189 o películas sobre sus óxidos correspondientes,190 
presentando el material un carácter híbrido orgánico-inorgánico. La 
Figura 16 muestra el esquema de la obtención de una partícula 
improntada de tipo sol-gel basada en una matriz de óxido de silicio. 
 
Figura 16. Ejemplo de polimerización sol-gel mediante impronta no covalente para el 
ácido fenilfosfónico, molécula plantilla, y el cloruro de 1-trimetoxisililpropil-3-guanidinio, 
monómero funcional. En la primera etapa (1) se forma un complejo entre la molécula 
plantilla y el monómero funcional basado en interacciones no covalentes; en el siguiente 
paso (2) el complejo se mezcla con TEOS; posteriormente (3) se lleva a cabo la 
polimerización sol-gel. La molécula plantilla se extrae rompiendo las interacciones 
débiles con la matriz polimérica y el reconocimiento tiene lugar a través de interacciones 
no covalentes. Adaptación de la referencia 191. 
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En general, es conveniente adicionar una molécula neutra, en 
términos de impronta, que favorezca la estabilización de la estructura 
final del gel, actuando como si se tratara de un entrecruzante. La más 
empleada en la obtención de SiO2 es el ortosilicato de tetraetilo (TEOS).  
5.2.3.2. Obtención de MIPs mediante polimerización por adición 
En la reacción de poliadición, o polimerización por adición, el 
polímero final se origina mediante adiciones sucesivas de especies 
activas192 a otras unidades polimerizables, monómeros, que presentan 
dobles o triples enlaces. El crecimiento del polímero se produce por 
sucesivas reacciones en cascada, repitiendo la adición de los 
monómeros y reestableciendo el centro activo al final del nuevo 
producto (cadena) que se genera tras cada adición. La versatilidad de 
este tipo de polimerizaciones es elevada dado que las especies activas se 
pueden formar a partir de compuestos con facilidad para generar 
radicales por una escisión homolítica de sus enlaces, complejos 
metálicos o moléculas iónicas, e incluso aquellas que sin ser iónicas 
están altamente polarizadas.  
Tabla 7. Diferencias básicas entre las reacciones de poliadición y policondensación. 
Poliadiciones Policondensaciones 
El inicio de la reacción requiere 
un iniciador o catalizador 
En general, no es necesario un 
catalizador 
Solo las especies activas pueden 
adicionar más monómeros 
Tanto el monómero como el 
polímero pueden reaccionar 
Energía de activación para iniciar 
el crecimiento de cadena superior 
a las policondensaciones 
Energía de activación similar para 
cada etapa de la reacción 
La concentración de monómeros 
disminuye con el tiempo 
Los monómeros desaparecen 
rápidamente (más del 99% 
convertido con un avance del 10% 
de la polimerización) 
Se forman macromoléculas desde 
el inicio de la reacción 
Primero se forman oligómeros. 
Los polímeros superiores sólo 
aparecen al final de la reacción 
Escasa variación del peso 
molecular promedio con el tiempo 
El peso molecular promedio 
aumenta con el tiempo 
Aptas para obtener MIPs 
(polimerizaciones radicalarias) 
No aptas para obtener MIPs 
puramente orgánicos 
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Una de las características principales de este tipo de 
polimerizaciones es que durante el proceso de formación del polímero 
no se libera ningún compuesto, al contrario que en las reacciones de 
policondensación. En la Tabla 7 se recogen algunas características 
diferenciales entre las reacciones de poliadición y las de 
policondensación.184  
A continuación, se describen algunas de las reacciones de 
polimerización por adición más utilizadas para la producción de MIPs. 
5.2.3.2.1. Polimerización radicalaria 
 De todos los procesos de polimerización, la polimerización 
radicalaria libre (FRP) es la más importante. Casi el 50% de todos los 
polímeros sintetizados en el mundo se producen por vía radicalaria y 
más del 98% de los MIPs se obtienen también mediante éste método. 
Las razones fundamentales de este éxito radican en la posibilidad de 
llevar a cabo la reacción a bajas temperaturas (25 – 100 ºC) y su 
versatilidad para preparar copolímeros, cuando se emplea más de un 
monómero en la polimerización. 
La polimerización radicalaria procede mediante un sistema clásico 
de reacción en cadena, siguiendo una serie de etapas. La etapa inicial, o 
iniciación, consiste en la generación de especies radicales a partir de un 
iniciador, que contiene un enlace fácil de romper homolíticamente, por 
la acción de la luz y/o el calor (Figura 17, etapa 1). Iniciadores típicos 
para este fin son los peróxidos o compuestos de tipo azo-derivado.192 
Otras polimerizaciones se pueden llevar a cabo mediante emulsiones de 
monómeros en medio acuoso, empleando peróxidos inorgánicos 
hidrosolubles, como el persulfato amónico.193 
El radical libre, unido al monómero a través de su doble enlace, 
constituye una especie lábil que rápidamente entra en una segunda 
etapa de la polimerización (Figura 17, etapa 2), conocida como 
propagación, en la que se produce la sucesiva adición de más 
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monómeros a cada cadena en crecimiento originando la formación del 
polímero. 
Los radicales terminan con su actividad en las llamadas 
reacciones de terminación y transferencia de cadena. En las 
primeras,183 dos radicales en crecimiento pueden terminar el proceso de 
adición (Figura 17, etapa 5) cuando se encuentran y, tras formarse un 
enlace covalente, generan una única cadena que no presenta radicales 
en sus extremos. Este tipo de terminación se denomina por combinación. 
Por el contrario, en las terminaciones por desproporción, un átomo de 
hidrógeno se transfiere de una cadena a otra, generando un doble 
enlace terminal en una de ellas.  
 
Figura 17. Etapas de la polimerización radicalaria libre. 1) Iniciación; 2) propagación; 3) 
transferencia de cadena; 4) reiniciación por transferencia de cadena; 5) terminación por 
combinación (superior), para dar lugar a una especie molecular con peso molecular igual 
a la suma de las especies por separado; o por desproporción (inferior), dando lugar a 
dos cadenas no radicalarias que respetan los pesos moleculares obtenidos durante su 
crecimiento independiente. 
Polimerización radicalaria libre
1)
2)
3)
4)
5)
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 Otra forma de acabar con el crecimiento de las cadenas, limitando 
el peso molecular, es mediante la transferencia de la actividad 
radicalaria de una cadena en crecimiento a otro de los componentes del 
medio de reacción como, por ejemplo, al disolvente194 o al oxígeno 
disuelto (Figura 17, etapa 3).195 
Por otro lado, raramente se produce una transferencia hacia 
especies capaces de provocar el recrecimiento de nuevas cadenas 
(Figura 17, etapa 4), a menos que se trate de una transferencia a un 
nuevo monómero, evento no muy habitual,196 o se hayan añadido 
elementos adicionales a la polimerización de forma intencionada. Sin 
embargo, no existen muchas moléculas o especies que presenten esta 
capacidad sin entrar en periodos de letargo o incluir procesos 
degenerativos en las etapas de la FRP comentadas en este apartado. Los 
últimos desarrollos en la Ciencia y Tecnología de polímeros han estado 
enfocados hacia la manipulación de las etapas de transferencia de 
cadena (3) y reiniciación (4), lo que ha dado lugar a la aparición de las 
denominadas polimerizaciones radicalarias controladas. 
5.2.3.2.2. Polimerización radicalaria controlada 
 Las polimerizaciones radicalarias controladas (CRPs, del inglés 
controlled radical polymerizations), o “vivientes”,197 surgen con la 
intención de mejorar las propiedades de transferencia de masa y la 
capacidad de carga de los polímeros sintetizados mediante el método 
descrito anteriormente.198 La diferencia fundamental se basa en la 
incorporación de una reacción de terminación de cadena reversible, que 
da lugar a una especie “durmiente” que permanece inactiva la mayor 
parte del tiempo. Dicha especie sólo se activa durante un periodo de 
tiempo breve para permitir la inserción de un monómero a partir del 
grupo funcional que indujo la latencia.  
 Los polímeros obtenidos en estas condiciones presentan 
polidispersidades inferiores a 1.5. Además, su peso molecular es 
linealmente proporcional al grado de conversión de los monómeros a 
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polímero durante el proceso de síntesis, permitiendo la preparación de 
materiales con arquitecturas muy bien controladas.  
Según el tipo de especie que actúa como agente de transferencia 
de cadena, las CRPs se clasifican en tres grupos, dependiendo del grado 
de afinidad por los distintos monómeros y del mecanismo de 
reacción:199 
a) Polimerización radicalaria por transferencia de átomos (atom-transfer 
radical polymerization, ATRP). El mecanismo se basa en una 
transferencia reversible de átomos de halógeno entre un haluro de 
una cadena “dormida” y un catalizador a base de un metal de 
transición. Químicamente, el proceso es una reacción redox.196 
Entre las ventajas de este tipo de CRP destaca el uso de cantidades 
catalíticas de complejos metálicos, la viabilidad comercial de estos 
catalizadores y los iniciadores requeridos, la amplia versatilidad de 
los monómeros polimerizables, la sencilla funcionalización del 
polímero final, el que no existan fenómenos de autoaceleración en el 
mecanismo y que se puede trabajar en un amplio intervalo de 
temperaturas. Sin embargo, sus principales limitaciones son la 
eliminación del catalizador metálico del medio de reacción y que no 
es apta para su aplicación con monómeros ácidos. Existen 
numerosos ejemplos de MIPs en la bibliografía obtenidos mediante 
polimerizaciones ATRP.200,201,202,203,204 
b) Polimerización por transferencia de cadena con adición-fragmentación 
reversible (reversible addition-fragmentation chain-transfer 
polymerization, RAFT). La polimerización RAFT se desarrolló por 
primera vez en 1998205 y, en los últimos años, ha demostrado ser el 
proceso más eficaz en términos de control de las 
polimerizaciones.199 Las etapas de iniciación y propagación son 
similares a las descritas para las FRP (Figura 18, etapas 1 y 2). Los 
agentes RAFT, que suelen ser ditioésteres, ditio/tritiocarbamatos o 
xantatos, entre otros,192 presentan un grupo orgánico funcional de 
tipo tiocarboniltio al que se adiciona la cadena oligomérica generada 
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durante la propagación, en una etapa conocida como transferencia 
de cadena reversible (Figura 18, etapa 3). Este agente consta de dos 
grupos: un grupo R, denominado grupo saliente, encargado de 
reiniciar la polimerización, y un grupo Z, que confiere al agente de 
transferencia la reactividad apropiada para la adición de la cadena 
de forma sencilla. Existen disponibles distintos agentes RAFT 
compatibles con distintos monómeros según la naturaleza de Z.199  
 
Figura 18. Etapas de la polimerización radicalaria por transferencia de cadena con 
adición-fragmentación reversible. 1) Iniciación; 2) propagación; 3) transferencia de 
cadena reversible; 4) reiniciación; 5) equilibrado de cadenas o equilibrio principal (en 
azul, equilibrio hacia la izquierda; en rojo, hacia la derecha); 6) terminación por 
combinación, indeseable en este tipo de polimerizaciones ya que compite con la etapa (5); 
7) desactivación de la funcionalidad tiocarboniltio. En general, lo más común es llevar a 
cabo su reducción para formar un grupo tiol. 
El producto de la reacción de transferencia de cadena es también un 
agente RAFT, en el que el grupo R anterior, que ha pasado ahora a 
ser el radical propagante, ha sido sustituido por la especie 
oligomérica que era radicalaria, convirtiéndose en el nuevo grupo R 
Polimerización RAFT
1)
2)
4)
5)
3)
6)
7)
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del agente RAFT. La acción del radical liberado del RAFT (R·) para 
reiniciar la polimerización (Figura 18, etapa 4) debe ser lo 
suficientemente rápida como para que la etapa de transferencia de 
cadena (3) no revierta y el mecanismo quede totalmente inhibido. 
Una vez se ha formado una especie oligomérica similar a la que se 
formó tras la etapa de propagación (2), este nuevo oligómero radical 
A se encuentra con la cadena dormida del primer oligómero B, en 
forma de agente RAFT, y comienza la etapa principal del mecanismo, 
denominada equilibrado de cadenas (Figura 18, etapa 5), un proceso 
repetitivo en el que tiene lugar innumerables reacciones 
consecutivas de transferencia de cadena y adición de monómeros.206  
Este proceso continúa hasta que no quedan monómeros libres en el 
medio. Una consecuencia de elevada relevancia que se deduce de 
este mecanismo es que todas las cadenas producidas al final de la 
reacción presentan el mismo o muy similar peso molecular, lo que 
proporciona distribuciones con una polidispersidad muy próxima a 
la unidad. 
Entre las ventajas de la polimerización RAFT cabe destacar el gran 
número de monómeros polimerizables y la obtención de resultados 
similares a los observados mediante FRP. Por otro lado, las 
desventajas incluyen la limitada disponibilidad comercial de los 
agentes de trasferencia de cadena, la necesidad de eliminar la 
funcionalidad de dicho agente incorporado al final de la cadena 
polimérica debido a su olor, color y toxicidad, y la incompatibilidad 
de polimerizar aminas primarias y secundarias. De todas las CRPs 
comentadas en este apartado, la polimerización RAFT ha sido la 
más empleada para la preparación de MIPs.207,208,209,210,211 
c) Polimerización mediada por radicales libres estables (stable-free 
radical polymerization, SFRP). También conocida como 
polimerización radicalaria mediada por nitróxidos (nitroxide-
mediated polymerization, NMP) o, como recomienda la IUPAC, 
polimerización mediada por aminoxilos.197 La combinación más 
común implica un iniciador de radicales libres convencional junto al 
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radical 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPO) o alguno de sus 
derivados,212 y el mecanismo es similar al de las polimerizaciones 
ATRP. Las mayores ventajas de esta polimerización son su 
aplicación a la polimerización de monómeros ácidos y la inexistencia 
de fenómenos de autoaceleración durante la reacción de síntesis. En 
contraposición, la elevada toxicidad de los metales necesarios, la 
inviabilidad de polimerizar metacrilatos y la dificultad para 
modificar el final de las cadenas resultantes son algunos de sus 
puntos débiles. La producción de MIPs mediante reacciones SFRP es 
muy limitada debido a las desventajas comentadas.213,214,215 
 Aún hoy, la cantidad de MIPs obtenidos mediante reacciones de 
tipo FRP sigue siendo mayoritaria frente a los obtenidos mediante CRP, 
en parte, porque estas polimerizaciones presentan una serie de 
limitaciones. La mayor desventaja proviene de la posible interacción 
entre los agentes de transferencia de cadena y las moléculas plantilla, 
que pueden modificarlas químicamente o coordinarlas, como sucede en 
el caso de las polimerizaciones donde se emplean metales, originando la 
destrucción del complejo plantilla-monómero funcional.  
5.2.3.3. Obtención de MIPs mediante copolimerización 
La copolimerización de mezclas apropiadas de monómeros 
permite la obtención de una gran variedad de polímeros con estructuras 
y propiedades diferentes. Además, es el procedimiento más utilizado 
para la síntesis de polímeros de impronta molecular.  
La principal ventaja que ofrece este tipo de proceso reside en la 
obtención de MIPs con afinidades y propiedades a medida del analito y 
de la aplicación concreta en la que se utilicen. Por tanto, desde el punto 
de vista de la Ciencia de polímeros, un MIP es necesariamente un 
copolímero estadístico entrecruzado y termoestable. Dicho de otra forma, 
es la sucesión aleatoria de monómeros de distinta naturaleza que 
conforman una red polimérica tridimensional densa, incapaz de fundir 
y disolverse. Esta definición, si bien trata de contextualizar los MIPs en 
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las clasificaciones de los polímeros generales, tiene sus excepciones, 
puesto que la distribución de los monómeros no es totalmente al azar, 
ya que existe una alta concentración de monómeros funcionales cerca 
de las cavidades de unión. Además, se sabe que los nano y microgeles 
improntados presentan unas capacidades de hinchamiento tan altas 
que se pueden considerar como disueltos en el medio.216,217 
Las reacciones de copolimerización son complicadas de explicar 
desde el punto de vista de su mecanismo sintético. En el caso más 
sencillo, cuando dos monómeros diferentes se encuentran, y uno de 
ellos es una especie previamente activada, pueden darse distintos 
escenarios (Figura 19).218 
El monómero 1 presenta una funcionalidad X, mientras que el 
monómero 2 presenta otra distinta, Y. La probabilidad de que 1 ó 2 
adicionen un monómero de su misma naturaleza viene determinada por 
las constantes de autopropagación, k11 y k22, respectivamente. Sin 
embargo, también es posible que 1 adicione a 2, o viceversa, evento que 
se caracteriza por las constantes de propagación cruzadas, k12 y k21. 
 
Figura 19. Posibilidades en la copolimerización de dos monómeros con distintas 
funcionalidades en un sistema binario. Obtención de: a) copolímeros de bloque; b) 
copolímeros alternantes; c) copolímeros aleatorios o estadísticos. 
Determinar y conocer a priori los valores de las constantes de 
autopropagación es sencillo cuando, únicamente, existe un monómero 
en el medio. Sin embargo, el valor de la constante de propagación de un 
monómero sobre sí mismo se ve afectado por la presencia de otros, 
variando considerablemente a su reactividad.  
k11
k12
k21
k22
k11 >> k12
k22 >> k21
k12 >> k11
k21 >> k22
k11 = k12
k22 = k21
a)
b)
c)
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Existen distintas fuentes bibliográficas donde se pueden 
consultar las constantes de propagación de distintos sistemas,219 sin 
embargo, la información suele ser escasa y la complejidad de los 
sistemas MIP, que pueden ser ternarios o superiores, es muy elevada. 
Por norma general, hasta que no se ensaya una determinada 
composición no es posible conocer el resultado. Sin embargo, está 
demostrado que la obtención de un polímero estadístico es tanto más 
favorable cuanto mayor similitud de grupos orgánicos presenten los 
monómeros participantes,220 ya que inducen una reactividad similar 
sobre el doble enlace, reduciendo las posibilidades de obtener 
copolímeros de bloque, lo que se traduciría en un enriquecimiento de 
determinados grupos funcionales en zonas muy concretas de la matriz 
polimérica. 
En definitiva, es necesario prestar una especial atención a la 
selección de los monómeros para un proceso de impronta satisfactorio 
con objeto de obtener, o aproximarse lo máximo posible, al copolímero 
estadístico ideal, ya que no todos ellos son compatibles entre sí durante 
la copolimerización. 
5.2.4. Factores que afectan a la síntesis de un MIP 
A parte de los aspectos sintéticos comentados en el apartado 
anterior, la selectividad y capacidad de un MIP se ven afectadas por un 
gran número de variables del proceso de impronta. A continuación, se 
discuten algunos de los parámetros que más influyen en la obtención 
de un MIP. Se han clasificado a partir de las tres etapas en las que el 
operador puede influir de forma activa sobre el proceso: la mezcla de 
prepolimerización, la etapa de polimerización y el polímero final. 
5.2.4.1. Componentes de la mezcla de prepolimerización 
Cualquier mezcla de prepolimerización que vaya a ser empleada 
para obtener un MIP consta, por lo general, de los siguientes elementos: 
a) Molécula plantilla. La plantilla debe ser estable en las condiciones de 
polimerización, sin incluir grupos polimerizables o sin modificar 
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significativamente la cinética de la reacción. Debe ser estable 
fotoquímicamente, si la reacción se lleva a cabo bajo radiación UV, o 
térmicamente, si es con temperatura. Debe ser soluble en la mezcla 
inicial, a menos que se encuentre inmovilizada sobre un sustrato 
antes de proceder a la polimerización.221 Aunque, en principio, se 
podrían preparar MIPs para cualquier sustancia que cumpla estas 
condiciones, los mejores resultados se han obtenido para moléculas 
cuyo peso molecular oscila entre los 200 y 1200 Da.222 
b) Monómero funcional. A pesar de que la disponibilidad comercial es 
amplia, en ocasiones se sintetizan específicamente para 
determinadas plantillas con objeto de mejorar la interacción.223 En 
la impronta no covalente la cantidad de monómero funcional debe 
ser suficiente como para desplazar el equilibrio hacia la formación 
del complejo. 
c) Entrecruzante. El tipo y la cantidad de este monómero influyen en la 
morfología y la estabilidad mecánica de la matriz polimérica. Una 
gran cantidad de entrecruzante respecto al monómero funcional da 
lugar a materiales rígidos con poca capacidad de hinchamiento, 
parámetro que también depende de la flexibilidad de la matriz y del 
tamaño de las partículas obtenidas. La rigidez de los polímeros 
preparados con entrecruzantes bifuncionales de bajo peso molecular 
es superior a la obtenida con entrecruzantes de mayor peso 
molecular, lo que da lugar a mejores propiedades en términos de 
impronta.224  
d) Monómeros diluyentes. Suelen presentar grupos funcionales 
hidrofílicos que no interactúan con la plantilla, a fin de mejorar las 
características de reconocimiento del MIP en medios acuosos. Tanto 
el monómero funcional como el entrecruzante y el monómero 
diluyente deben ser compatibles entre sí durante la síntesis. 
e) Iniciador. Cuando se emplea un iniciador fotoquímico se debe tomar 
la precaución de que la radiación necesaria para activar las especies 
radicalarias no interactúe ni descomponga al resto de elementos 
presentes en la mezcla de prepolimerización. En el caso de los 
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iniciadores térmicos hay que tener en cuenta que la temperatura 
puede interferir en la estabilidad del complejo plantilla-monómero 
funcional, por lo que se prefiere el empleo de iniciadores de baja 
temperatura. 
f) Disolvente. Se emplea con objeto de conferir a la red polimérica una 
estructura macroporosa que facilite la transferencia de masa y 
permita el fácil acceso de las plantillas a las cavidades selectivas, 
por lo que también es conocido como porógeno. Es el encargado de 
mantener a todos los componentes de la mezcla de 
prepolimerización en una única fase, afectando significativamente a 
la textura, distribución de tamaño de poros y forma física del 
polímero final. En la impronta no covalente, el porógeno influye en 
la estabilidad del complejo plantilla-monómero funcional debido a 
su polaridad, constante dieléctrica y su capacidad de 
protonación/desprotonación. Los MIPs preparados en disolventes 
orgánicos presentan mejores propiedades de reconocimiento cuando 
se emplea, durante esta etapa, el mismo disolvente utilizado en la 
síntesis. De esta forma, se favorecen las mismas condiciones de 
solvatación que existían cuando se generaron las cavidades, dando 
lugar a una especie de “efecto memoria” hacia el disolvente.225 
g) Impurezas. Además del oxígeno, que suele desplazarse empleando 
una corriente de gas inerte, la hidroquinona, y sus derivados, 
presentes en los monómeros comerciales para evitar su 
polimerización espontánea, actúan como trampa de radicales, por lo 
que éstos deben purificarse antes de la síntesis del MIP. También 
las partículas de polvo o restos de agua en el disolvente pueden 
inhibir la reacción de propagación, por lo que suelen destilarse, 
secarse sobre tamices moleculares y/o filtrarse. 
5.2.4.2. Condiciones de polimerización 
Hay varios parámetros característicos de la reacción de 
polimerización que pueden modificarse para controlar el resultado final: 
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a) Temperatura. Esta variable viene determinada por el tipo de 
iniciador seleccionado. Debe controlarse para que el rendimiento de 
polimerización y conversión de dobles enlaces sea máximo sin que 
aumente la compacidad del material o se destruyan los sitios de 
unión.226 Además, la temperatura también afecta a la estabilidad del 
complejo plantilla-monómero funcional, especialmente cuando su 
formación se basa en enlaces débiles.227 
b) Duración. En general, un incremento en el tiempo de reacción se 
traduce en una mayor conversión de dobles enlaces, mayor rigidez y 
mayores rendimientos.181 Aunque la longitud de las cadenas no se 
ve afectada por el tiempo de polimerización, existen evidencias de 
que cuanto más rápido transcurre la reacción, menor es la 
selectividad del proceso comparada con la de un material obtenido a 
tiempos mayores, posiblemente debido a un incremento en la rigidez 
estructural del sistema.228 Las mejores selectividades se han 
encontrado empleando bajas concentraciones de iniciador y bajas 
temperaturas, así como tiempos de polimerización largos. 
c) Presión. Los MIPs preparados a presión elevada son más selectivos, 
ya que se favorece la formación de una red densa y compacta, con 
excelentes propiedades de hinchamiento.229 
d) Campos magnéticos. El rendimiento final de la polimerización en 
presencia de campos magnéticos suele ser mayor debido a la 
estabilización del estado triplete de muchas especies radicalarias,230 
que se alinean respecto a las líneas de fuerza, resultando en una 
mejora de la uniformidad de la distribución de sitios de unión,231 y 
en redes más entrecruzadas, rígidas y densas.232 
5.2.4.3. Tratamientos de post-polimerización 
Aunque no se trata de una estrategia habitual, existen una serie 
de tratamientos post-impronta que tienen como objetivo mejorar el 
reconocimiento selectivo de la plantilla:  
a) Modificación química por transformación de grupo funcional. Tras la 
extracción de la plantilla, algunas cavidades incrementan su 
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afinidad hacia ésta tras la modificación de los grupos funcionales 
empleados para el reconocimiento, particularmente en el caso de 
improntas semicovalentes.233,234 También es posible llevar a cabo 
una modificación de los grupos funcionales localizados fuera de la 
cavidad de reconocimiento selectivo, previa a la extracción de la 
plantilla, reduciendo así las interacciones no específicas.235 
b) Tratamiento térmico de curado. Es posible llevar a cabo un recocido 
térmico del polímero a fin de mejorar la estabilidad del MIP, ya que 
se consigue mayor compacidad estructural y sitios de unión mejor 
definidos.236,237  
5.2.5. Formatos físicos del material 
El uso de los MIPs en diferentes áreas requiere de su 
disponibilidad con formas y propiedades diferentes, dependiendo de la 
aplicación final. En este apartado se describen, brevemente, los 
principales formatos empleados para la preparación de los MIPs. 
Algunos de los formatos basados en técnicas avanzadas de síntesis se 
describirán, con mayor detalle, en el capítulo 5.3. 
5.2.5.1. Formatos clásicos 
El formato físico y la morfología de los MIPs depende, en gran 
medida, del método de polimerización seguido en su síntesis. Excepto 
en el caso de que durante la polimerización se emplee algún tipo de 
molde y/o semilla de crecimiento, lo más habitual es obtener materiales 
másicos, o bien materiales particulados, amorfos o esféricos. Estos son 
los formatos denominados clásicos en la tecnología de impronta. 
5.2.5.1.1. Síntesis de materiales másicos: Polimerización en bloque 
La polimerización en bloque es el procedimiento más empleado 
para la síntesis de un MIP.238 Los componentes de la mezcla de 
prepolimerización se disuelven en una pequeña cantidad de porógeno. 
Tras la desgasificación de la mezcla para eliminar el oxígeno presente, 
la polimerización se inicia térmica (40 – 70 ºC) o fotoquímicamente (0 – 
15 ºC), dependiendo del iniciador. De esta forma, se obtiene un bloque 
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que posteriormente se tritura y tamiza para producir partículas del 
tamaño deseado según la aplicación (Figura 20 a).  
 
Figura 20. Micrografías SEM de: a) un MIP másico, tras su molido y tamizado, para el 
reconocimiento del antibiótico enrofloxacino (datos no publicados); b) monolito de MIP 
que recubre las paredes de una fibra de microextracción en fase sólida para el análisis 
de tetraciclinas. Reproducida con permiso de la referencia 239. 
Aunque este método es simple, robusto y reproducible, presenta 
una serie de desventajas, como son: grandes pérdidas de material en el 
proceso de elaboración, destrucción parcial de los sitios de unión 
durante el triturado y baja capacidad de carga. La polimerización in situ 
en el interior de un tubo capilar, o como recubrimiento de fibras (Figura 
20 b), permite obtener MIPs másicos de mayor porosidad y 
permeabilidad evitando los problemas asociados a la operación de 
triturado.240,241,168 
5.2.5.1.2. Síntesis de partículas esféricas 
Durante los últimos años, la fabricación de partículas esféricas de 
MIP se ha enfocado, principalmente, a la preparación de materiales de 
tamaño uniforme y mayor transferencia másica. La mayor parte de las 
publicaciones científicas basadas en la obtención de polímeros de 
impronta molecular con formas definidas se dirigen a la fabricación de 
nano o microesferas. Las técnicas de síntesis más habituales se 
describen a continuación. 
a) Polimerización por dispersión/precipitación. Es el método más 
empleado para la obtención de partículas esféricas de MIP con un 
tamaño bien definido, del orden nano o micrométrico (Figura 21). 
a) b)
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Este procedimiento de síntesis se realiza de modo análogo a la 
polimerización en bloque, pero empleando un exceso de disolvente, 
típicamente una relación monómeros/disolvente inferior al 5% p/v. 
Para obtener esferas monodispersas, los monómeros elegidos deben 
presentar una elevada afinidad por la plantilla, de forma que se 
establezca un complejo estable entre ellos.160 Durante la 
polimerización, las cadenas poliméricas en crecimiento no coagulan 
sino que adicionan oligómeros y monómeros de la disolución, 
precipitando cuando son insolubles en el medio de reacción debido 
a su tamaño. Así, la elección de un buen disolvente, cercano al 
denominado disolvente Ѳ,242 es crítica para obtener partículas 
uniformes. Por ejemplo, en una impronta no covalente, el 
acetonitrilo es el disolvente más cercano a la condición Ѳ para 
preparar polimetacrilatos.243  
Como ventajas de esta técnica cabe destacar la mayor capacidad y 
mejor distribución de los sitios de unión. Además, la síntesis es 
rápida, sencilla y directa. Todas estas características han permitido 
su aplicación al desarrollo de sensores244 o como fases estacionarias 
en técnicas cromatográficas.245 La principal limitación de este 
método reside en la dificultad de controlar el diseño de la 
arquitectura del producto final que depende, en gran medida, de las 
distintas variables de la polimerización.246,247 Este aspecto se 
abordará detalladamente en la presente Tesis Doctoral. 
 
Figura 21. Micrografías SEM de partículas MIP de distintos tamaños, selectivas al 
antibiótico enrofloxacino, obtenidas mediante polimerización por 
dispersión/precipitación: a) ca. 0.15 µm; b) ca. 0.5 µm; c) ca. 3 µm. Datos no publicados. 
a) b) c)
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b) Polimerización mediante suspensión/emulsión. En esta aproximación 
la polimerización se produce combinando dos fases: una orgánica, 
discreta, que constituye la mezcla de prepolimerización, y otra 
continua, dispersante, en mayor proporción. Mediante agitación 
vigorosa se forman gotas polimerizables, que se estabilizan con un 
surfactante, generándose microesferas altamente entrecruzadas con 
tamaños del orden de las decenas de µm.248,249 El principal 
inconveniente de este mecanismo de polimerización radica en el 
elevado índice de polidispersidad de las partículas obtenidas (Figura 
22, b).  
 
Figura 22. Micrografías SEM de MIPs obtenidos mediante polimerizaciones en 
suspensión: a) con ayuda de un microreactor; b) clásica, en un aceite mineral. Los MIPs 
son selectivos hacia la plantilla (R,S)-propanolol. Reproducidas con permiso de la 
referencia 250. 
Una estrategia alternativa para la preparación de esferas 
submicrométricas (50-500 nm) con bajos índices de 
polidispersidad188 es el uso de micelas estabilizadas con 
surfactantes. Este método es fácilmente escalable para grandes 
volúmenes y no requiere el uso de disolventes orgánicos. En 
contraposición, en algunas ocasiones el agua y/o el surfactante 
pueden interferir en el proceso de impronta. El empleo de la técnica 
de polimerización en microemulsión inversa ha permitido disminuir 
considerablemente el tamaño promedio de las nanopartículas 
esféricas de MIP hasta los 30 nm.251 
 
a) b)
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5.2.5.2. Formatos compuestos de tipo núcleo-recubrimiento 
En los últimos años se han descrito metodologías para la 
producción de MIPs combinados con otros materiales que no presentan 
propiedades de reconocimiento. Este tipo de compuestos, composites o 
materiales híbridos, suelen ser de tipo núcleo-recubrimiento, donde el 
núcleo es un material que sirve de semilla o anclaje para el crecimiento 
del polímero de impronta (recubrimiento).  
Aunque el proceso de polimerización es análogo al descrito en los 
apartados 5.2.5.1.1. y 5.2.5.1.2., el extraordinario interés que presenta 
hoy en día el desarrollo de MIPs micro y nanoestructurados de carácter 
híbrido hace necesario conferir una entidad propia a los materiales 
núcleo-recubrimiento. 
Como ventajas de ésta técnica cabe destacar la facilidad para 
obtener capas de MIP de espesor y forma controlados, así como 
cinéticas de reconocimiento más rápidas. Además, se pueden 
aprovechar algunas propiedades ópticas, eléctricas o magnéticas de los 
materiales empleados como núcleo para facilitar la detección y/o 
separación del analito, aunque se trate de matrices complejas.  
A continuación, se describen algunos de los procedimientos más 
habituales para la preparación de MIPs basados en la técnica de tipo 
núcleo-recubrimiento. 
5.2.5.2.1. Síntesis de partículas esféricas de tipo núcleo@MIP 
En este caso, el núcleo es una partícula esférica de polímero o gel 
de sílice que no se elimina tras la obtención del polímero. Existen varias 
técnicas que permiten la preparación de estas partículas. 
a) Polimerización por hinchamiento multipasos: consiste en una etapa 
inicial de síntesis de partículas de látex o poliestireno en medio 
acuoso (Figura 23 a) seguida de un proceso de hinchamiento 
mediante microemulsión en presencia de un plastificante.252 A 
continuación, se añade la mezcla de prepolimerización, que se 
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absorbe en las partículas de látex, y se lleva a cabo la polimerización 
hasta conseguir el tamaño de partícula deseado (Figura 23 b). El 
principal inconveniente de esta aproximación es el alto grado de 
dificultad en su ejecución, ya que es fácil que aumente el índice de 
polidispersidad de las partículas a medida que aumenta su 
tamaño.238 Además, desde un punto de vista estricto, no es un 
composite, dado que no se define una interfase propiamente dicha 
entre el núcleo y el recubrimiento, sino que ambos materiales se 
encuentran combinados íntimamente a lo largo de toda la extensión 
final del material.  
 
Figura 23. Ejemplo de polimerización por hinchamiento multipasos. Micrografías SEM 
de: a) micropartículas de poliestireno; b) partículas de poliestireno recubiertas de un MIP 
selectivo a vainillina. Reproducidas con permiso de la referencia 253. 
b) Polimerización sobre esferas de gel de sílice. El empleo de gel de 
sílice, u otros óxidos metálicos como el TiO2, incrementa 
considerablemente, en términos químicos, las posibilidades 
sintéticas para la preparación de recubrimientos improntados. De 
esta forma, se obtienen materiales híbridos de tipo inorgánico-
orgánico. La fabricación de capas de MIP sobre las esferas de gel de 
sílice puede llevarse a cabo por polimerización directa254 o, 
alternativamente, mediante la funcionalización de los núcleos con 
grupos polimerizables (Figura 24 a),255,256 iniciadores de la 
polimerización (Figura 24 b)257 o un controlador de las reacciones 
radicalarias (Figura 24 c).258,259 
a) b)
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Figura 24. Micrografías de híbridos de tipo núcleo de gel de sílice–recubrimiento MIP 
obtenidos mediante distintas aproximaciones: a) TEM de una capa de MIP selectiva a λ-
cialotrina, obtenida tras modificar la superficie de la sílica con un grupo polimerizable. 
Reproducida con permiso de la referencia 256; b) SEM de una capa de MIP selectiva a L-
fenilalanina anilida, obtenida tras funcionalizar la superficie de la sílice con un iniciador. 
Reproducida con permiso de la referencia 257; c) TEM de una capa de MIP selectiva a 
enrofloxacino, obtenida tras modificar la superficie de la sílica con un agente RAFT 
(datos no publicados). 
Todos los aspectos comentados anteriormente son extensibles a 
otro tipo de formatos híbridos no esféricos. De hecho, la versatilidad 
sintética para modificar el SiO2 permite que, en algunos casos, se 
emplee como recubrimiento de otros materiales antes del crecimiento de 
la capa de MIP, originándose materiales híbridos ternarios.  
5.2.5.2.2. Síntesis de materiales bidimensionales de tipo soporte@MIP 
La aproximación más común para conseguir películas o 
membranas de MIP sobre distintos soportes suele ser confinar la mezcla 
precursora entre ellos. No obstante, es posible encontrar algunos 
ejemplos en los que se obtienen películas de MIP mediante 
electropolimerización, controlando el espesor del material en función de 
la densidad de corriente aplicada y/o el tiempo empleado. En general, 
se suele llevar a cabo sobre electrodos de carbono vitrificado, con algún 
tipo de modificación química o física (Figura 25 a), sobre los que se 
genera el recubrimiento MIP (Figura 25 b) tras sucesivos ciclos 
voltamperométricos.260,261,262 
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Figura 25. Micrografías SEM de: a) un electrodo de carbono vitrificado y modificado con 
nanopartículas de platino; b) membrana de MIP selectiva a 17β-estradiol, obtenida por 
electropolimerización sobre (a). Reproducidas con permiso de la referencia 263. 
5.2.5.2.3. Síntesis de materiales no bidimensionales nanoestructurados 
de tipo nanopartícula@MIP 
La cantidad de materiales que se puede preparar empleando esta 
estrategia es elevada (Figura 26), hasta el punto que su clasificación y 
terminología, no exenta de discrepancias, en ocasiones se convierte en 
un obstáculo para los propios especialistas.  
Partiendo de esta premisa, los híbridos de tipo nanopartícula@MIP 
y soporte@MIP que se incluyen en este apartado hacen referencia a 
materiales de nuevo desarrollo, basados en procedimientos tecnológicos 
todavía en continua evolución. 
En general, la elección del material empleado como núcleo no es 
trivial ya que, en función de las propiedades que éste presente, el 
producto final obtenido se podrá emplear para diversas aplicaciones. 
Por ejemplo, cuando se emplea un material magnético como núcleo 
(Figura 26 c-e) el composite obtenido será de gran utilidad en procesos 
de separación analítica, acortando los tiempos de análisis. También son 
numerosos los ejemplos en bibliografía que emplean como núcleo 
nanopartículas o estructuras con propiedades ópticas para su 
aplicación al desarrollo de sensores ópticos tales como plata (Figura 26 f, 
g y t-v), oro (Figura 26 q-s) o puntos cuánticos (Figura 26 j y k), entre 
otros. En el apartado 5.3. de la Introducción se analizarán con más 
detalle algunas de estas estructuras. 
 
a) b) c)
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5.2.5.3. Formatos derivados del moldeo 
Esta metodología consiste en la impregnación de un soporte, o 
molde, con la mezcla de prepolimerización de tal modo que, tras el 
proceso de polimerización, éste se elimina y el MIP obtenido presentará 
la imagen negativa de los motivos grabados en dicho molde. 
Estos materiales se pueden clasificar en función de si el molde se 
puede reutilizar o no en varias polimerizaciones. Por ejemplo, cuando se 
preparan nanofibras, nanofilamentos o cristales fotónicos, en la 
mayoría de los casos el molde se destruye tras la síntesis del polímero 
(molde sacrificable). Sin embargo, en otras ocasiones, pueden separarse 
del MIP sin ataques químicos, p. ej., los sustratos de Si, y reutilizarse en 
varias polimerizaciones. Algunos ejemplos de MIPs micro y 
nanoestructurados utilizando esta técnica se describen a continuación. 
5.2.5.3.1. Redes de difracción o estructuras con patrones periódicos 
 El molde empleado contiene un patrón o motivo repetitivo que 
transfiere, como imagen negativa, al polímero que queda sobre el 
sustrato opuesto. De este modo, los MIPs resultantes se comportan 
como una red de difracción y pueden utilizarse para el desarrollo de 
sensores. La mayor parte de los MIPs fabricados en este tipo de formato 
se preparan a partir de moldes, p. ej., de polidimetilsiloxano (PDMS) o 
de Si, obtenidos empleando técnicas litográficas (Figura 27).274 
 
Figura 27. Estructuras periódicas de MIP obtenidas mediante procesos litográficos. a) 
Fotografía de microscopio de campo oscuro de microcanales de MIP, selectivos a Boc-L-
fenilalanina, preparados por fotolitografía suave de contacto con un molde de PDMS. 
Inserto: micrografía AFM. Reproducida con permiso de la referencia 275; b) micrografía 
SEM de microcanales de MIP, selectivos a (S)-propanolol, preparados por fotolitografía 
suave de contacto con un molde de Si/SiO2. Reproducida con permiso de la referencia 
276; c) micrografía AFM de una red de difracción de MIP, selectiva a enrofloxacino, 
preparada por fotolitografía suave de contacto con un molde de Si/SiO2. Inserto: 
fotografía de microscopía óptica. Reproducida con permiso de la referencia 277. 
a) b) c)
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5.2.5.3.2. Nanofibras: nanofilamentos, nanotubos y nanohilos 
El método más común para la obtención de este tipo de 
estructuras se basa en el empleo de moldes sacrificables, típicamente 
de óxido de aluminio (Al2O3 o alúmina), donde el tamaño y organización 
espacial de los poros que ocupará la mezcla de prepolimerización se 
controla mediante un proceso de electro-oxidación.  
Antes de llevar a cabo la polimerización, las paredes internas de 
las cavidades creadas en el molde de Al2O3 se funcionalizan con la 
molécula plantilla para conseguir una impronta superficial. A 
continuación, el molde se rellena con la mezcla de prepolimerización. 
Tras la polimerización, el molde se elimina químicamente, obteniéndose 
nanofilamentos de MIP que son la imagen negativa de los poros (Figura 
28 a). La principal ventaja de la impronta superficial es que permite una 
mejor accesibilidad del analito a las cavidades selectivas del MIP.144 
 
Figura 28. Micrografías SEM de: a) nanofilamentos de MIP, selectivos a enrofloxacino, 
obtenidos empleando un molde de Al2O3. Reproducida con permiso de la referencia 144; 
b) nanotubos de MIP, selectivos a 2,4,6-trinitrotolueno, empleando un molde de Al2O3. 
Inserto: micrografía TEM. Reproducida con permiso de la referencia 278; c) nanohilos de 
MIP, selectivos a ácido 2,4-diclorofenoxiacético, obtenidos mediante electrohilado. 
Reproducida con permiso de la referencia 279. 
Existen otras metodologías que surgen con la intención de 
mejorar la transferencia de masa y el área superficial de los 
nanofilamentos.278 Entre ellas, destacan la modificación de la 
composición de la mezcla de prepolimerización o el empleo de 
reacciones CRP, por ejemplo, la ATRP,203 para la preparación de 
estructuras fibrosas y huecas (Figura 28 b), denominadas nanotubos de 
MIP.280 
a) b) c)
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Otra posibilidad para obtener nanofibras es mediante la técnica 
de electrohilado, del inglés electrospinning. Los nanohilos de MIP (Figura 
28 c) que se obtienen mediante este método se han empleado como 
adsorbentes en extracción en fase sólida281 y como elementos de 
reconocimiento en sensores.282,283  
5.2.5.3.3. Polímeros fotónicos 
Los polímeros fotónicos de impronta molecular se obtienen 
infiltrando la mezcla precursora del MIP en una estructura de cristal 
fotónico compuesta por nanoesferas de gel de sílice autoensambladas. 
Tras la polimerización, las esferas de gel de sílice se disuelven, dando 
lugar a una estructura polimérica tridimensional, macroporosa e 
interconectada con la forma de un ópalo inverso (Figura 29). Este tipo 
de materiales se emplean para el desarrollo de sensores ópticos, ya que 
la interacción del analito con los sitios de unión provoca un cambio en 
la difracción del polímero, lo que se traduce en una variación de su 
color.284 
 
Figura 29. Micrografías SEM de: a) un cristal fotónico de nanoesferas de SiO2; b) 
sección transversal del cristal fotónico; c) MIP fotónico, selectivo a cinconina, obtenido 
tras polimerizar la mezcla precursora embebida en el cristal fotónico (a); d) sección 
transversal del MIP fotónico. Reproducidas con permiso de la referencia 285. 
5.2.5.4. Microgeles y nanogeles 
Los polímeros improntados con consistencia de gel no tienen una 
forma definida debido a su bajo grado de entrecruzamiento que permita 
clasificarlos en alguno de los apartados anteriores.  
Se han planteado como candidatos para el reconocimiento en 
medios acuosos, particularmente para aplicaciones catalíticas,286 
gracias a que presentan estabilidad en un amplio intervalo de pH y 
a) b) c) d)
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temperaturas, así como en disolventes orgánicos o acuosos, gran 
flexibilidad, rigidez en torno a los sitios de unión, elevada relación área 
superficial/volumen y adecuada transferencia de masa. 
El método de polimerización empleado para su síntesis se basa en 
la técnica de polimerización por precipitación, que se optimiza para 
obtener este tipo de geles con un tamaño entre 10 y 300 nm.287  
 
Figura 30. Micrografías: a) TEM de un nanogel de MIP de tipo sol-gel, selectivo a 
lisozimas, preparado mediante una polimerización de alta dilución. Inserto: micrografía 
SEM. Reproducida con permiso de la referencia 216; b) TEM de un nanogel de MIP, 
selectivo a ácido homovanílico, preparado mediante una FRP de alta dilución. 
Reproducida con permiso de la referencia 288; c) SEM de un nanogel de MIP, selectivo a 
acetoguanamina, preparado mediante una CRP de tipo RAFT. Reproducida con permiso 
de la referencia 289. 
Empleando condiciones de alta dilución (Figura 30 a y b) es 
posible mejorar la reproducibilidad y la selectividad de los nanogeles de 
MIP.290 También es posible obtener geles mediante el método de post-
dilución, que consiste en llevar a cabo la polimerización en presencia de 
altas concentraciones de monómero en un disolvente adecuado, 
provocando la terminación de la polimerización de forma precoz tras la 
dilución del medio de reacción. De esta forma, se generan partículas de 
menor tamaño y poco polidispersas que, prácticamente, presentan un 
sitio activo por partícula.291 Otros autores emplean controladores de la 
polimerización de tipo RAFT (Figura 30 c), que permiten el control 
exhaustivo del tamaño de los nanogeles finales.289 
5.2.6. Caracterización del polímero de impronta molecular 
Los materiales poliméricos son, en general, complicados de 
caracterizar, en parte debido a su naturaleza insoluble. En comparación 
con otros materiales, como los metales o las cerámicas, la estructura de 
a) b) c)
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los MIPs es prácticamente amorfa, de gran diversidad estructural y son 
químicamente heterogéneos. Esta falta de periodicidad estructural 
complica aún más su caracterización física y morfológica.  
No obstante, es posible llevar a cabo cierto tipo de estudios y 
análisis que permiten extraer información de relevancia acerca de sus 
propiedades químicas y morfológicas, así como de su capacidad de 
reconocimiento selectivo a nivel molecular.220 
5.2.6.1. Caracterización química 
Las técnicas aplicadas para su caracterización deben ser 
compatibles con muestras en estado sólido. Los métodos más utilizados 
se describen a continuación. 
a) Microanálisis elemental. Este tipo de análisis proporciona el 
porcentaje total en masa de carbono, hidrógeno y otros 
heteroátomos como nitrógeno, cloro, azufre, etc.292 Es 
particularmente adecuado para cuantificar la cantidad de un 
determinado tipo de monómero incorporado en copolímeros lineales 
o entrecruzados, siempre y cuando presenten grupos funcionales 
con heteroátomos diferenciados respecto al resto de unidades 
monoméricas. Si el polímero se obtiene mediante una polimerización 
CRP es posible estimar la cantidad de agentes de transferencia de 
cadena que aún quedan retenidos en el material.259 Esta técnica es 
destructiva.  
b) Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). Es una 
técnica semicuantitativa, de baja resolución espacial, que permite 
estimar la estequiometría, estado químico y estructura electrónica 
de los átomos que componen una muestra, de forma promediada. 
Las elevadas energías de irradiación utilizadas suelen degradar la 
muestra polimérica, por lo que se considera una técnica destructiva. 
Sin embargo, es útil para saber si se ha producido algún tipo de 
funcionalización de forma efectiva293 o si la presencia de la plantilla 
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ha dado lugar a la creación de cavidades de reconocimiento selectivo 
en el MIP en comparación con el NIP.294 
c) Espectroscopia de absorción UV-Vis. En principio es útil para 
identificar la incorporación de determinados monómeros con grupos 
funcionales activos en la región UV-Vis o bien si se produce la 
formación de algún complejo coloreado tras la interacción con el 
analito.295  
d) Espectroscopia de fluorescencia o fosforescencia. Al igual que en el 
caso anterior, pueden emplearse monómeros fluorescentes o 
fosforescentes cuyas propiedades de emisión se modifiquen en 
presencia del analito.296 Alternativamente, puede monitorizarse 
directamente la interacción de moléculas fluo/fosforescentes con el 
MIP o la formación de complejos fluo/fosforescentes tras el 
reconocimiento de éste en las cavidades selectivas.163 La emisión 
intrínseca del polímero puede emplearse también para caracterizar 
su estructura, aunque esta aproximación se ha utilizado sobre todo 
para confirmar la incorporación de un determinado monómero.297 
e) FTIR o ATR. La información que se obtiene es de naturaleza 
estructural, complementaria a la que proporciona el microanálisis 
elemental, y permite identificar la presencia de determinados grupos 
funcionales en el polímero, aunque no de forma cuantitativa.298 Es 
posible identificar la existencia de enlaces de hidrógeno aunque, por 
lo general, la técnica no presenta suficiente sensibilidad.299 
f) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de estado 
sólido. Permite solventar la limitación de llevar a cabo la 
caracterización del polímero en disolución. Por ejemplo, empleando 
13C-RMN de sólidos se puede determinar la cantidad de carbonos 
presentes en la red, el tipo de carbono y, sobre todo, la cantidad de 
dobles enlaces que quedan sin reaccionar en la matriz polimérica.300  
Cabe destacar que las espectroscopias comentadas anteriormente, 
particularmente la IR, UV-Vis, fluorescencia, fosforescencia y 1H-RMN, 
se utilizan habitualmente para determinar la estequiometría del 
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complejo monómero-molécula plantilla en la mezcla de 
prepolimerización.301,302 
5.2.6.2. Caracterización morfológica 
La mayoría de las técnicas empleadas en el análisis morfológico 
de los MIPs son las mismas que se utilizan para la caracterización de 
materiales porosos. Dependiendo de la técnica utilizada se puede 
obtener información sobre el formato físico del polímero, volumen 
específico de poro, tamaño de poro, distribución de tamaños o del área 
superficial específica, entre otras. 
a) Porosimetría de adsorción de nitrógeno. Implica la exposición de una 
determinada masa de polímero seco a un gas, típicamente nitrógeno, 
a distintas presiones. Midiendo la cantidad de gas adsorbido en el 
material en función de la presión aplicada se obtienen las isotermas 
de adsorción/desorción. Esta técnica proporciona información sobre 
el área específica superficial, en m2/g, el volumen específico de poro, 
en mL/g, el diámetro de poro promedio y la distribución de tamaños 
de poro. La técnica es útil para el análisis de microporos (inferiores 
a 2 nm) y mesoporos (2 – 50 nm).303 
b) Porosimetría de intrusión de mercurio. Proporciona información 
similar a la porosimetría de adsorción de nitrógeno, pero empleando 
mercurio en lugar del gas. El mercurio se fuerza a entrar en los 
poros a distintas presiones, obteniéndose las denominadas 
isotermas de intrusión/extrusión. La diferencia con la porosimetría 
de N2 radica en el tamaño de poro al que es sensible esta técnica (> 
50 nm).304 
c) Análisis termogravimétrico (TGA). Proporciona información acerca de 
las condiciones de temperatura a las que es estable el polímero. 
Dado que no se trata de polímeros lineales, los MIPs no presentan 
temperatura de transición vítrea. Únicamente se observan pequeñas 
variaciones por deshidratación y un gran salto cuando la matriz 
entrecruzada se piroliza. En general, la continuidad estructural que 
presentan los polímeros no improntados frente a los improntados, 
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debido a la existencia de las cavidades de reconocimiento selectivo, 
hace que la estabilidad térmica en los primeros sea superior a la de 
los MIPs.305 La gran desventaja de esta técnica es que se requieren 
cantidades significativas de polímero y que es destructiva. 
d) Cromatografía de permeación de gel (GPC). También conocida como 
cromatografía de exclusión molecular inversa (ISEC). Es un tipo de 
cromatografía de exclusión por tamaños. Se utiliza comúnmente 
para conocer el peso molecular y la distribución de tamaños de 
cadenas lineales de polímero. No obstante, existen algunos ejemplos 
de MIPs entrecruzados y solubles de tamaño nanométrico que 
pueden analizarse mediante esta técnica.306 
e) Microscopía electrónica. Mediante el empleo de microscopios 
electrónicos es posible obtener la distribución de tamaños de las 
partículas entrecruzadas en seco, a diferencia de la distribución 
obtenida mediante técnicas de dispersión de luz (apartado i), donde 
se obtiene el tamaño hidrodinámico, en función del disolvente. 
La microscopía electrónica de barrido (SEM) ofrece información 
estructural de la morfología de la partícula, así como de su 
macroporosidad y rugosidad superficial. Por otro lado, la 
microscopía electrónica de transmisión (TEM) es especialmente útil 
para estructuras de tipo núcleo-recubrimiento, ya que permite 
conocer, de forma directa, los espesores de las capas creadas 
operando en el modo de imagen. La cantidad de muestra necesaria 
para el análisis, tanto por SEM y/o TEM, es muy pequeña, lo que no 
supone una pérdida apreciable en comparación a la masa que 
requieren otras técnicas.  
f) Microscopía de fuerzas atómicas (AFM). Aunque no es una técnica 
muy utilizada para la caracterización de MIPs, permite obtener el 
perfil topográfico, a escala nanométrica, de una superficie. Así 
mismo, aporta información sobre propiedades mecánicas, 
composición, cristalinidad y grado de funcionalización.307 
g) Microscopía óptica. La información que se obtiene, aunque en sí 
misma no va mucho más allá de la morfología, es de especial interés 
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si el microscopio permite realizar medidas de campo oscuro275 y/o 
de fluorescencia confocal.308 De esta forma, es posible observar si 
las partículas, o superficies improntadas, presentan propiedades 
luminiscentes. 
h) Ángulo de contacto. Permite caracterizar superficies sobre las que se 
ha generado una película, membrana o recubrimiento de MIP, 
evaluando los cambios de hidrofobicidad/hidrofilicidad producidos 
en la superficie durante la síntesis.309 
i) DLS. Las técnicas de dispersión de luz empleando difractómetros 
láser proporcionan información de la distribución de tamaños 
hidrodinámicos de partículas, generalmente esféricas.310 Además, es 
una técnica que proporciona información acerca del potencial ζ (zeta) 
de la superficie de las partículas.311 
5.2.6.3. Caracterización de los sitios de unión 
Las isotermas de adsorción se emplean, habitualmente, para 
caracterizar la distribución de sitios de unión específica de estos 
polímeros. Las constantes de afinidad, selectividad y densidad de sitios 
de unión en los MIPs se calculan a partir del ajuste de los datos 
experimentales al modelo de isoterma adecuado. La idoneidad del 
modelo de ajuste depende de numerosos factores y, por tanto, el 
sistema debe encontrarse termodinámicamente en equilibro.312 
5.2.6.3.1. La isoterma de adsorción 
Una forma útil de caracterizar el MIP es a partir de la medida de 
las concentraciones de plantilla unida, 𝐵 , y libre, 𝐹 , para una 
determinada cantidad de polímero e intervalo de concentraciones de 
analito. El gráfico de 𝐵  frente a 𝐹  da lugar a la isoterma de 
reconocimiento o adsorción (Figura 31). 
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Figura 31. Ejemplo de una isoterma de adsorción para un MIP (puntos en negro), 
selectivo a imiquimod, y su respectivo NIP (puntos en blanco). La línea naranja 
representa una línea recta de conservación de ligando (Ecuación 4, p. 159) para ciertas 
condiciones de plantilla inicial, masa de polímero y volumen. Reproducida y modificada 
con permiso de la referencia 313. 
Existen distintos modelos matemáticos de isotermas de adsorción 
que se han aplicado a la caracterización de MIPs y proporcionan una 
buena descripción de muchos de los fenómenos observados en los 
mismos.314 Estos modelos pueden ser discretos o de distribución 
continua. Los primeros simplifican la distribución de afinidad en un 
número finito de sitios de unión, cada uno con una afinidad diferente. 
Los segundos consideran una función continua que supone infinitos 
sitios posibles de unión para ajustar dicha distribución. En la Tabla 8 
se recogen algunos de los modelos usados para el ajuste de los datos de 
adsorción en los MIPs. 
Tabla 8. Principales modelos de isotermas de adsorción de tipo discreto y de 
distribución continua. 
Isoterma Ecuación 
Modelos discretos 
Langmuir 𝐵 =
𝑞𝑘𝐹
1 + 𝑘𝐹
 
Bi-Langmuir 𝐵 =
𝑞1𝑘1𝐹
1 + 𝑘1𝐹
+
𝑞2𝑘2𝐹
1 + 𝑘2𝐹
 
Jovanovic 𝐵 = 𝑞(1 − 𝑒−𝑘𝐹) 
Bi-Jovanovic 𝐵 = 𝑞1(1 − 𝑒
−𝑘1𝐹) + 𝑞2(1 − 𝑒
−𝑘2𝐹) 
Modelos continuos 
Freundlich 𝐵 = 𝑎𝐹𝑛 
Freundlich-Langmuir 𝐵 =
𝑞𝑘𝐹𝑛
1 + 𝑘𝐹𝑛
 
Freundlich-Jovanovic 𝐵 = 𝑞(1 − 𝑒−𝑘𝐹
𝑛
) 
MIP NIP
B
(µ
m
o
l·
g
-1
)
F (mol·L-1)
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Los modelos discretos de Langmuir y Jovanovic suponen una 
versión simplificada del tipo de unión en estos polímeros, ya que 
consideran una única constante de afinidad y no tienen en cuenta la 
heterogeneidad de los sitios de unión. En contraposición, las isotermas 
bi-Langmuir o bi-Jovanovic describen un mecanismo de unión bimodal, 
con dos clases distintas de sitios de unión, de alta y baja afinidad.  
Por otro lado, el modelo de Freundlich considera que existen 
infinidad de sitios posibles de unión, incluyendo el parámetro n que 
representa el grado de heterogeneidad de la muestra y cuyo valor está 
comprendido entre 0 y 1. De este modo, el valor de n se aproximará 
tanto más a la unidad cuanto más homogénea sea la afinidad de los 
sitios de unión específicos del MIP. Los modelos de Freundlich-
Langmuir y Freundlich-Jovanovic describen un mecanismo de unión 
híbrido entre la distribución continua, postulada por el modelo de 
Freundlich, y la homogeneidad propuesta por los modelos de Langmuir 
y Jovanovic. Estos modelos híbridos permiten un buen ajuste 
matemático de las regiones de alta y baja saturación, 
simultáneamente.315  
5.2.6.3.2. Métodos de caracterización de los sitios de unión 
Hay varias alternativas para monitorizar la fracción de analito 
libre, destacando las que se mencionan a continuación: 
a) Estudio simple de reconocimiento. Del inglés, batch-binding, es el 
experimento más sencillo para caracterizar las propiedades de un 
material improntado, que involucra cantidades conocidas del 
material, del analito y del disolvente. El MIP se pone en contacto con 
una disolución de analito hasta alcanzar el equilibrio, lo que puede 
requerir desde minutos a horas, dependiendo del tipo de material. 
El MIP se separa de la disolución de incubación y se mide la 
fracción de analito libre, 𝐹, que queda en disolución, por ejemplo, 
mediante espectroscopia UV-Vis o de fluorescencia. De esta forma, 
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aplicado la Ecuación 4, es posible calcular la cantidad de analito 
unido al MIP:316 
Ecuación 4.  𝐵 =
𝑛𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙−𝑛𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒
𝑀𝑀𝐼𝑃
=
𝑛𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
𝑀𝑀𝐼𝑃
−
𝑉
𝑀𝑀𝐼𝑃
× 𝐹 
La representación de esta ecuación (Figura 31, línea naranja) junto 
a las isotermas de adsorción permite estimar, en ciertas condiciones 
de masa de polímero, 𝑀𝑀𝐼𝑃, concentración de analito y volumen de 
disolvente, 𝑉, la cantidad de analito que quedará libre o unida al 
MIP y al NIP. 
b) Cromatografía zonal y frontal. Los MIPs se empaquetan en una 
columna de cromatografía, evaluando los tiempos de retención del 
analito (𝑡𝑅 ) y otros interferentes. En cromatografía zonal,317 si el 
analito muestra mayor tiempo de retención que el competidor queda 
demostrada la selectividad del polímero, que se cuantifica mediante 
la Ecuación 5, donde 𝐷 representa el coeficiente de distribución: 
Ecuación 5.  𝛼 =
𝐷𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
𝐷𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒
=
𝑘′𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
𝑘′𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒
=
𝑡𝑅′𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
𝑡𝑅′𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒
 
Al contrario que en la cromatografía zonal, donde se inyecta un 
volumen pequeño y discreto de analito, en la cromatografía frontal 
éste se introduce disuelto en la fase móvil y de forma continua. De 
este modo, el analito se une a los sitios de reconocimiento de la fase 
estacionaria hasta alcanzar su saturación, momento a partir del 
cual la cantidad de compuesto que emerge de la columna es igual a 
la que entra. El parámetro evaluado es el tiempo de retención en el 
punto de inflexión de la curva de ruptura del analito (𝑡𝑟𝑢𝑝𝑡𝑢𝑟𝑎) en 
relación al tiempo que tarda en eluir un compuesto no retenido 
(𝑡0).318 El coeficiente de distribución, que depende del caudal, 𝑓, se 
define según la Ecuación 6: 
Ecuación 6.    𝐷 =
𝐵
𝐹
=
𝑓×(𝑡𝑟𝑢𝑝𝑡𝑢𝑟𝑎−𝑡0)
𝑀𝑀𝐼𝑃
 
c) Calorimetría. Los estudios calorimétricos se basan en los cambios de 
entalpía que se producen cuando el analito interacciona con las 
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cavidades selectivas. La técnica habitualmente utilizada para esta 
determinación es la valoración calorimétrica isoterma (ITC). 
Representando el gradiente de calor producido en la celda en 
función del tiempo se obtienen picos con cada inyección que, tras su 
integración, pueden relativizarse a la cantidad de valorante añadido. 
El MIP puede encontrarse tanto dentro de la celda del calorímetro319 
como ser parte de la disolución valorante.320 En cualquier caso, la 
energía libre del proceso y la entalpía también se pueden emplear 
para la obtención de las isotermas de adsorción. 
d) Otros métodos. Aunque en menor extensión, existen otras 
aproximaciones para construir las isotermas de adsorción, por 
ejemplo, a partir de estudios basados en extracción en fase sólida.321 
Alternativamente, se pueden utilizar las espectroscopias IR,322 UV-
Vis323 o Raman324 para determinar la cantidad de analito que queda 
libre, o directamente unido al polímero, que serán directa y 
linealmente proporcionales a la señal obtenida. Incluso mediante 
AFM, funcionalizando la punta con el analito de interés, se puede 
correlacionar el movimiento de atracción de la punta con la entrada 
del analito en la cavidad de reconocimiento y la intensidad de la 
interacción, elaborando a partir de estos datos la isoterma de 
adsorción.325 
5.2.7. Aplicaciones de los polímeros de impronta molecular 
Los MIPs se han empleado con éxito en áreas tan variadas como 
separaciones analíticas, sensores, remediación o catálisis, entre otras. 
En consecuencia, el número de aplicaciones basadas en polímeros de 
impronta molecular crece exponencialmente año tras año.  
5.2.7.1. Técnicas de separación 
 La cromatografía es una de las aplicaciones más tradicionales de 
los MIPs,326 especialmente en cromatografía de líquidos (LC o HPLC).327 
Inicialmente se emplearon polímeros sintetizados en formato másico, 
molidos y tamizados mecánicamente, que se empaquetaban en la 
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columna cromatográfica.328 Sin embargo, el procesado mecánico del 
material daba lugar a partículas irregulares, con una amplia 
distribución de tamaños, que originaba empaquetamientos poco 
reproducibles. Por esta razón, se han empleado monolitos de MIP 
preparados directamente dentro de columnas de acero inoxidable o 
columnas capilares.329 Alternativamente, pueden emplearse partículas 
esféricas y monodispersas que permiten evitar los problemas 
observados con las partículas irregulares.330 Los MIPs se han empleado 
con éxito como fases estacionarias quirales en HPLC para la resolución 
de mezclas racémicas de diferentes compuestos, tales como 
aminoácidos o medicamentos.331 Adicionalmente, se han utilizado en 
electrocromatografía capilar, que combina la característica de los MIPs 
como fase estacionaria con el transporte de la fase móvil producido de 
forma electro-osmótica.332 En general, una de las desventajas del 
empleo de MIPs como fases estacionarias en HPLC estriba en la 
heterogeneidad de los sitios de unión que presentan estos materiales 
que da lugar, en algunas ocasiones, a cromatogramas con picos muy 
anchos y a largas colas.333  
La extracción en fase sólida (SPE) es otra de las aplicaciones de 
los MIPs en Química Analítica. Esta combinación recibe el nombre de 
MISPE y ha sido aplicada tanto a procedimientos en discontinuo334 
como acoplados en línea, por ejemplo, al HPLC.335 La segunda 
aproximación minimiza la manipulación de la muestra y reduce la 
pérdida de analito, así como las posibilidades de contaminación. Sin 
embargo, el empleo de cartuchos de MISPE es la aproximación más 
habitual debido a su simplicidad y versatilidad (Figura 32). 
En los últimos años han aparecido otras técnicas de extracción, 
tales como la microextracción en fase sólida (SPME), en donde el MIP se 
deposita en un formato másico o como monolito sobre una fibra,336 
generalmente tras la modificación química de dicho soporte. En algunos 
casos, el material obtenido es relativamente frágil. La extracción por 
adsorción sobre barra agitadora (SBSE)337 permite incrementar la masa 
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de adsorbente disponible respecto a las fibras de SPME; generalmente, 
se emplea una barra magnética cubierta con el material selectivo, lo que 
permite aumentar la rapidez del proceso de extracción y llevar a cabo la 
desorción en pequeños volúmenes de elución. Otra posibilidad es la 
dispersión de matriz en fase sólida,338 más común cuando la muestra es 
sólida, que implica la extracción directamente desde el sólido o matrices 
viscosas; la muestra y el adsorbente se mezclan íntimamente y el sólido 
resultante se empaqueta en una columna vacía, o cartucho de SPE, 
eluyendo los analitos al igual que en el método MISPE. 
 
Figura 32. Procedimiento de extracción en fase sólida empleando un MIP como 
adsorbente (MISPE). El procedimiento es análogo al de una SPE convencional. 1) 
Empaquetamiento del MIP; 2) acondicionamiento; 3) incubación (carga) con la muestra; 4) 
lavado para eliminar interferentes no retenidos en el MIP; 5) elución del analito retenido 
selectivamente. 
5.2.7.2. Catálisis y síntesis 
 Los catalizadores MIP pueden mimetizar la selectividad y la 
estereoespecificidad de los sitios de unión de las enzimas en algunos 
tipos de reacciones. Durante el proceso de impronta es posible emplear 
como plantilla un análogo del sustrato,339 estados de transición340 o 
incluso los productos de una determinada reacción catalítica.341 
 También se han empleado como “micro-reactores”, ya que 
permiten orientar algunos grupos reactivos de forma concreta, lo que 
permite llevar a cabo algunas síntesis que o bien no se producirían en 
disolución, o lo harían en una extensión limitada. Algunos ejemplos de 
reacciones de síntesis empleando MIPs son reducciones,342 acilaciones 
regioselectivas343 y marcajes enantioespecíficos,344 entre otras. 
MIP
1 2 3 4 5
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5.2.7.3. Biorremediación 
 Existen numerosos estudios que proponen el uso de MIPs para 
eliminar contaminantes emergentes en aguas potables y residuales.345 
Para su aplicación en esta área es necesario asegurar que estos 
polímeros no presentan toxicidad ni efectos negativos sobre el medio 
ambiente, sobre todo si se emplean para la purificación de aguas 
potables. Por ello, es habitual el empleo de partículas de MIP 
soportadas o embebidas en membranas poliméricas, o bien en formato 
de películas finas. Algunos de estos sistemas presentan mejoras 
considerables respecto a los kits comerciales disponibles en la 
actualidad.346 En comparación con la mayoría de adsorbentes 
comerciales para el tratamiento de aguas, los MIPs permiten 
preconcentrar y extraer selectivamente cierto tipo de moléculas, 
mostrando mayores áreas superficiales cuando se preparan en un 
tamaño nanométrico y con tamaños de poro controlados. 
Adicionalmente, no producen subproductos debido a la oxidación o 
degradación de la molécula que retienen de forma selectiva, que pueden 
llegar a ser tan peligrosos, o incluso más, que el propio contaminante 
que se desea eliminar. El proceso suele ser muy rápido, sin embargo, 
una de las principales desventajas es la limitada compatibilidad de los 
MIPs con disolventes acuosos. 
5.2.7.4. Transporte y administración de fármacos 
 La capacidad de los MIPs para unir de forma selectiva y con alta 
afinidad moléculas que presentan bioactividad también hace que estos 
materiales se puedan aplicar en campos como la biomedicina.347 Las 
elevadas capacidades de carga y la posibilidad de liberar de forma 
prolongada en el tiempo el analito de interés, p. ej., un medicamento, 
facilitan su administración controlada en el sitio correcto, en la 
cantidad adecuada y durante el periodo de tiempo necesario.348,349 
 Los sistemas de transporte de fármacos basados en MIPs aún no 
cuentan con aplicaciones clínicas. A pesar de la biocompatibilidad de 
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algunos monómeros empleados en la síntesis de MIPs, se ha 
comprobado que muchos de ellos pueden producir efectos adversos, 
nocivos e incluso letales en los órganos y tejidos.350  
5.2.7.5. Sensores biomiméticos 
Uno de los campos donde se han utilizado profusamente los MIPs 
es el de los sensores químicos biomiméticos. De entre las limitaciones 
más importantes de estos elementos de reconocimiento destaca la 
dificultad de su integración con el transductor, aspecto que se ha 
solventado parcialmente gracias a las nuevas técnicas de polimerización 
y fabricación que han permitido obtener formatos mejorados para el 
desarrollo de estos dispositivos. 
 La primera generación de sensores surgió del empleo de MIPs en 
forma de monolitos, generalmente combinados con una transducción de 
tipo electroquímica,351 observándose que su respuesta dependía 
enormemente del contacto entre el MIP y el electrodo, y de la eficacia del 
transporte electrónico entre ellos.  
 La cantidad de publicaciones científicas relativas al campo de los 
sensores químicos que emplean MIPs combinados con distintos 
mecanismos de transducción es elevada.352,353,354,151,355,356 En el 
siguiente apartado se discuten los trabajos más relevantes del último 
lustro empleando MIPs para el desarrollo de sensores ópticos. 
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5.3. Estrategias para la síntesis de polímeros de impronta 
molecular micro y nanoestructurados en el desarrollo de 
sensores ópticos 
Este capítulo incluye una revisión bibliográfica de las técnicas de 
micro y nanoestructuración, así como sus diferentes formatos, para la 
obtención de MIPs y su aplicación al desarrollo de sensores ópticos.  
Es conveniente destacar que algunos de los sensores descritos en 
este capítulo podrían clasificarse en varios apartados dada la relativa 
dependencia entre el formato del material, la técnica de obtención y el 
soporte empleado para su desarrollo. Así, por ejemplo, un dispositivo 
basado en fibra óptica que utilice como elemento de reconocimiento 
micro o nanopartículas de MIP podría incluirse dentro del apartado de 
técnicas clásicas si el MIP se sintetiza empleando el método de 
dispersión-precipitación y, posteriormente, las partículas se disponen 
sobre la superficie de dicha fibra. Alternativamente, podría clasificarse 
dentro del grupo de los materiales híbridos si las micro o 
nanopartículas se sintetizan directamente sobre la superficie de la 
misma. Es más, la polimerización sobre la fibra podría llevarse a cabo 
mediante una polimerización radicalaria libre o controlada, empleando 
técnicas litográficas o clásicas, en formato de monolito o película.  
5.3.1. Técnicas de micro y nanoestructuración 
5.3.1.1. Clásicas 
En este apartado se incluyen ejemplos de MIPs sintetizados en 
formatos clásicos, sin ningún tipo de micro o nanoestructuración 
controlada, pero combinados con otros materiales o soportes. Esta 
aproximación se conoce como crecimiento “hacia la superficie” (del 
inglés, grafting to), en contraposición a los procesos de crecimiento 
“desde la superficie” (grafting from),357 que serán tratados en los 
siguientes apartados. 
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Existen varios ejemplos de MIPs obtenidos en formato de monolito 
que, tras una etapa de molido y tamizado, se han aplicado al desarrollo 
de sensores ópticos empaquetados en distintos soportes. Uno de los 
montajes más simples es el descrito por Sánchez Barragán et ál.358 para 
la monitorización de fluoranteno, en el que el polímero se empaquetó en 
una celda de flujo midiéndose su fosforescencia en función de la 
concentración del analito (LOD: 3.5·10-11 g/mL). También se ha descrito 
la fabricación de cilindros macroscópicos de polímero incorporados 
sobre una membrana de teflón y su posterior introducción dentro de 
una cubeta de fluorescencia para la cuantificación de iones mercurio a 
un nivel de concentración de 10-6 M.359 Alternativamente, existen 
ejemplos de empaquetamiento de MIPs en chips de microfluídica, entre 
otros, para la medida quimioluminiscente de cloranfenicol en muestras 
de miel con un LOD de 7.46·10-12 M.360 Esta aproximación también se 
ha utilizado para la determinación de nafcilina en muestras de leche 
(LOD: 5.8·10-6 M) empleando un MIP obtenido en un proceso de tipo sol-
gel.361,362 
Algo más elaborados son los sensores que usan estos elementos 
de reconocimiento combinados con fibras ópticas. Por ejemplo, Kriz et 
ál.363 llevaron a cabo la determinación de dansil-L-fenilalanina (LOD: 
10-5 M) empaquetando las partículas de MIP en capas micrométricas 
entre un cristal de cuarzo y una membrana polimérica permeable, todo 
ello adaptado en la cabeza de la fibra. En una aproximación diferente, el 
MIP se embebió en una mezcla de agentes plastificantes para su 
posterior polimerización en el extremo de la fibra, empleándose en la 
determinación de analitos con efectos tóxicos sobre el sistema nervioso, 
como el sarín o el somán, mediante medidas de luminiscencia en 
presencia de metales lantánidos (LOD: 7 ng/L).364 La combinación de 
agentes plastificantes con las micropartículas de MIP también se ha 
utilizado en la preparación de membranas sensoras para la detección de 
digoxina en muestras de suero, con un LOD de 3.17·10-11 g/mL.365 La 
deposición de estas partículas sobre chips recubiertos con plata se ha 
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empleado para desarrollar sensores SPR para la determinación de 
teofilina, con un LOD de 4·10-4 g/mL.366 
En aplicaciones más recientes cabe destacar el empleo de MIPs en 
combinación con cromatografía en capa fina (TLC) y detección SERS.367 
Las partículas se disponen sobre un portamuestras de vidrio y, tras la 
separación cromatográfica, se deposita una disolución de 
nanopartículas de oro sobre el analito de interés, adquiriendo 
finalmente el espectro Raman. 
La combinación con otro tipo de materiales como los puntos 
cuánticos (QDs) ha facilitado el desarrollo de sensores luminiscentes, 
generalmente de elevada sensibilidad. Los QDs se unen químicamente a 
la matriz polimérica a partir de los grupos ácidos presentes en el MIP. 
Así, se han detectado explosivos nitroaromáticos mediante la 
disminución de la fluorescencia de los QDs, obteniendo LODs de 
30.1·10-6 M y 40.7·10-6 M para el 2,4-di- y 2,4,6-trinitrotolueno, 
respectivamente.368 Por otra parte, se ha fabricado un sensor para la 
detección de iones Cd(II) inmovilizando las nanopartículas sobre un 
soporte magnético después de generar defectos de forma química sobre 
su superficie369 
Otro interesante sensor descrito en la bibliografía se basa en la 
deposición de una capa de MIP sobre la superficie de una guía de onda 
y la medida de la onda evanescente generada tras el reconocimiento 
selectivo del colorante BR9.370 La concentración de analito se relaciona 
con la variación de la absorción a una longitud de onda determinada 
(545 nm), para concentraciones superiores a 5·10-6 M.  
De igual manera, se han empleado partículas esféricas de MIP, 
sintetizadas generalmente mediante polimerizaciones de tipo 
dispersión-precipitación, tanto embebidas sobre algún soporte que 
facilita la transducción óptica, como en combinación con otras 
micro/nano-partículas que facilitan o potencian la señal analítica tras 
el reconocimiento selectivo. En la Tabla 9 se recogen algunos ejemplos. 
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Tabla 9. Sensores ópticos basados en partículas esféricas de MIP embebidas o unidas 
en otras micro/nano-partículas. 
Soporte o 
partícula 
Analito LOD Detección Ref 
Vidrio con PVC 
plastificante 
Terbutilazina – MFL 371 
Klarite® S-Propanolola 7.7·10-4 M SERS 372 
PVA, por 
electrohilado 
Dansil-L-
fenilalanina 
10-5 M FL 373 
Chip de oro 
S-Propanolol 3.4·10-4 M SERS 374 
Teofilina 4·10-10 M SPR 375 
Pocillos de 
microplaca 
Etopabatob 1.47·10-8 g/g CL 376 
Prolinac 3·10-7 M CL 377 
Bisfenol Ad 3·10-9 g/mL FL 378 
AuNPs 
Adrenalina 5·10-6 M LSPR 379 
Bisfenol Ae 6.3·10-10 M LSPR 380 
S-Propanolole 10-7 M SERS 381 
AuNPs/rGO en 
chip de oro 
Ractopamina 5·10-9 g/mL SPR 382 
QDs Cianoguanidinaf 2.7·10-6 M FL 383 
QDs en pocillos 
de microplaca 
Deltametrinag 1.8·10-8 g/mL CL 384 
PVC: Policloruro de vinilo, PVA: alcohol polivinílico, AuNPs: nanopartículas de oro, rGO: 
óxido de grafeno reducido, QDs: puntos cuánticos, MFL: microscopía de fluorescencia, 
CL: quimioluminiscencia, FL: fluorescencia. Aplicación en muestras reales de: aorina, 
bmuslos de pollo, chojas frescas de maíz, daguas de río y grifo, esuero, fleche 
pasteurizada y en polvo, gzanahoria, puerro y fresas.  
Menos común es la aplicación de partículas esféricas de MIP 
sintetizadas mediante una polimerización por emulsión. Existen 
algunos ejemplos donde se depositan este tipo de nanoesferas sobre un 
chip de vidrio para la determinación de analitos como sarcosina (LOD: 
45·10-9 M)385 o atrazina (LOD: 1.7 mg/L)386 mediante espectroscopia de 
reflectancia. Alternativamente, las nanopartículas depositadas sobre 
chips de oro se han aplicado a la determinación de lisozima (LOD: 
84·10-12 M),387 cloranfenicol (LOD: 40·10-12 g/g)388 o Boc-L-fenilalanina 
anilida389 mediante medidas SPR. En este último ejemplo, el chip de oro 
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se recubre con una capa de polímero SU-8 sobre la que se deposita una 
mezcla de las nanopartículas y un hidrogel de poli(N-
isopropilacrilamida). El material compuesto da lugar a la formación de 
una estructura tridimensional que puede acomodar cantidades de 
analito superiores a las estructuras bidimensionales convencionales. 
Por otra parte, dado su carácter de hidrogel, se hincha en medio acuoso, 
comportándose como una guía de onda y facilitando la difusión del 
analito a los sitios de unión selectivos del MIP.  
Una aproximación interesante consiste en la obtención de las 
partículas esféricas de MIP mediante una polimerización RAFT.390 Tras 
la síntesis del polímero, los grupos ditioéster del RAFT se reducen a tiol, 
facilitando la inmovilización de las microesferas sobre los sustratos de 
oro para el desarrollo de sensores basados en SERS. 
5.3.1.2. Litográficas 
La impresión litográfica o litografía consiste en la estampación de 
un motivo en una película de resina (habitualmente un material 
polimérico).391 La estampación puede realizarse empleando distintos 
procedimientos de transferencia de patrones y/o escritura directa, 
siendo los más utilizados aquellos que utilizan algún tipo de radiación. 
Las técnicas de litografía basadas en irradiación pueden 
clasificarse en función del tipo de radiación electromagnética empleada: 
a) fotolitografía (radiación UV); b) litografía de rayos X; c) litografía por 
haz de iones; y d) litografía por haz de electrones. La tecnología más 
usada en la industria microelectrónica y por tanto la más desarrollada, 
es la fotolitografía o litografía óptica. Se basa en la proyección del 
motivo de una máscara sobre una resina, depositada previamente sobre 
un substrato mediante spin-coating. La principal limitación de esta 
aproximación es la resolución óptica que se puede alcanzar (> 50 nm). 
Una aproximación alternativa que presenta mejor resolución es la 
litografía por haz de electrones (EBL, del inglés electron beam 
lithography), que ha permitido obtener motivos de tamaño inferior a 10 
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nm. Adicionalmente, esta técnica no requiere el empleo de máscaras 
para realizar la nanoestructuración. Sus principales competidores son 
los métodos basados en litografía blanda (soft lithography), como la 
litografía por nanoimpresión (NIL, del inglés nanoimprint lithography), la 
nanolitografía de escaneo por sonda (DPN, del inglés dip-pen 
nanolithography) y la serigrafía, todos ellos en constante evolución. 
 
Figura 33. Esquema del proceso de fotolitografía de una resina depositada sobre un 
substrato. Cuando se mantiene la zona irradiada de la resina después del revelado se 
dice que la resina presenta un carácter o tono negativo, generando una imagen positiva 
de la máscara. En caso contrario, si la zona irradiada es la que se elimina, se dice que 
presenta un tono positivo, generando una imagen negativa del patrón. 
En fotolitografía, las regiones de una resina expuestas a la 
radiación UV sufren cambios inducidos fotoquímicamente que alteran 
su solubilidad en comparación con las zonas no expuestas. Estos 
cambios suceden, por lo general, cuando se aplica un tratamiento a 
altas temperaturas (90-110 ºC) tras su irradiación. En el siguiente paso, 
la imagen latente se revela empleando una disolución acuosa o un 
disolvente orgánico. En función de qué zona de la resina se disuelve, 
esto es, la zona irradiada o la no irradiada, las resinas se clasifican en 
positivas o negativas, respectivamente (Figura 33).  
Las mezclas de prepolimerización precursoras de MIPs que se 
comportan como las resinas empleadas habitualmente en litografía 
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admiten la aplicación de las mismas técnicas y métodos de procesado 
que estas.392 La fabricación de MIPs micro y nanoestructurados 
mediante técnicas litográficas ha sido muy limitada hasta el comienzo 
de este milenio.393 A excepción del trabajo publicado como parte de la 
presente Tesis Doctoral donde se aplica la litografía EBL, la mayor parte 
de las publicaciones están basadas en técnicas fotolitográficas o, al 
menos, en el uso de una radiación en el intervalo UV-Vis-IR. Con objeto 
de conferir a la mezcla de prepolimerización una viscosidad adecuada 
para su deposición sobre los substratos, habitualmente se incluyen en 
su composición polímeros lineales tales como alcohol polivinílico, que 
actúan adicionalmente como coporógenos.  
La Tabla 10 muestra algunos ejemplos de trabajos en los que se 
ha llevado a cabo la micro/nano-estructuración de motivos MIP sobre 
diversos substratos empleando distintas técnicas litográficas. Así 
mismo, la Figura 34 recoge algunos ejemplos de las estructuras 
obtenidas empleando estas técnicas. 
Es conveniente mencionar que, además de la clasificación de las 
técnicas litográficas en función de la radiación empleada, éstas suelen 
dividirse también en litografías de contacto y litografías sin contacto, en 
función de si la máscara o el molde responsable de la estructuración 
entra o no en contacto con la mezcla de prepolimerización y el substrato. 
 
Figura 34. a) Micrografía óptica de MIPs microestructurados obtenidos por fotolitografía 
con contacto usando una máscara de polimerización UV; b) película holográfica de MIP 
incorporada sobre un portaobjetos de vidrio, obtenida mediante fotolitografía sin 
contacto con un láser de 532 nm; c) micrografía AFM y perfil de alturas de la superficie 
de la película holográfica mostrada en (b); d) micrografía SEM de un microcanal 
empleado en litografía NFP. Reproducidas con permiso de las referencias 394 (a), 395 (b, 
c) y 396 (d). 
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Tabla 10. Sensores ópticos basados en MIPs micro/nano-estructurados obtenidos 
mediante técnicas litográficas. 
Litografía 
Molde o 
radiación 
Analito LOD Detección Ref 
Blanda 
PDMS 
Dansil-L-
fenilalanina 
10-4 M MFL 275 
Teofilina 10-1 M MFL/IR 397 
Silicona Lisozima 2.5·10-7 M FL 398 
Óptica 
con 
contacto 
Máscara de 
fotolitografía 
D-glucosa 4.7·10-7 M MFL 399 
Dansil-L-
fenilalanina 
10-5 M MFL 400 
Fluoresceína 
y mioglobina 
2·10-5 M y 
10-6 M 
MFL 394 
Óptica sin 
contacto 
Láser verde 
(532 nm) 
Testosterona 
10-6 M DIF 395 
10-6 M RF/RBA 401 
Onda 
evanescente 
Dansil-L-
fenilalanina 
10-6 M MFL 402 
Micro-
estéreo 
litografía 
Láser UV 
(354 nm) 
Adrenalina 1.08·10-4 M MFL 403 
Pluma 
surtidora 
Nanopipeta 
(punta de 
contacto 
Au/Cr) 
S-Propranolol 
– SERS 404 
1.15·10-4 M SERS 405 
1.15·10-4 M SERS 406 
Fluoresceína 
5.2·10-4 g/mL MFL 407 
3·10-5 M MFL 396 
Nano-
impresión 
Si/SiO2 Enrofloxacino 3·10-5 M DIF 277 
MFL: Microscopía de fluorescencia, DIF: eficiencia de difracción, RF: desplazamiento de 
la banda reflejada en el cristal holográfico (reflexión), RBA: ensayo de unión por 
radioligando. 
En sus inicios, la litografía de contacto se conocía como litografía 
blanda (soft lithography), ya que para generar la estructuración del 
polímero se empleaban moldes de PDMS o silicona, obtenidos 
empleando un máster.408 Sin embargo, cabe destacar que la litografía 
blanda no es considerada por muchos autores como una técnica 
fotolitográfíca sino más bien una técnica de moldeo en la que el 
polímero adopta el patrón que le confiere el molde (microimpresión por 
contacto).409 En este sentido, la disponibilidad actual de moldes de 
diferentes materiales hace que la fotolitografía por contacto constituya, 
por sí misma, una categoría diferente de la litografía blanda, ya que se 
Sensores ópticos basados en MIPs 
173 
lleva a cabo en el interior de instrumentos diseñados a tal efecto y con 
máscaras permeables a la radiación UV.410  
Otra técnica litográfica empleada es la microestereolitografía. A 
pesar de que puede considerarse como una litografía sin contacto, a 
diferencia de esta, permite la creación de objetos con resolución 
tridimensional gracias al empleo de resinas fotopolimerizables con 
resolución espacial,411 particularmente mediante la adición de 
fotoiniciadores y aditivos UV a la mezcla de prepolimerización.403  
Cabe también destacar la nanolitografía por pluma surtidora 
(NFP), un tipo de litografía DPN que permite la microestructuración del 
MIP gracias al empleo de puntas microscópicas por las que fluye la 
mezcla de prepolimerización (Figura 34 d), facilitando la obtención de 
estructuras periódicas.412 
Finalmente, la litografía NIL es similar a la litografía blanda, pero 
los moldes empleados consisten en obleas de Si/SiO2 sobre los que se 
deposita una mezcla de prepolimerización fotopolimerizable o activa a 
electrones (EBL) que, mediante procesos litográficos, adquiere la 
micro/nano-estructura que se desea conferir al MIP.413 
5.3.1.3. Técnicas de moldeo 
Una de las técnicas de moldeo más utilizadas para la síntesis de 
MIPs microestructurados y aplicada al desarrollo de sensores ópticos se 
basa en la obtención de cristales fotónicos (Tabla 11). 
En general, el proceso de obtención de estas estructuras consiste 
en filtrar la mezcla de prepolimerización sobre una red tridimensional 
de nanoesferas de gel de sílice autoensambladas para obtener, tras la 
polimerización y eliminación del molde, una estructura con la imagen 
negativa del ópalo. La detección del analito se lleva a cabo mediante la 
monitorización del desplazamiento de la banda de absorción UV-Vis en 
presencia de éste (Figura 35). 
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Tabla 11. Sensores ópticos basados en MIPs micro/nano-estructurados en formato de 
cristal fotónico  
Analito Muestra LOD Ref 
Teofilina y efedrina  10-16 M 414 
p-Nitrofenol  10-3 M 415 
L-Triptófano  10-12 M 416 
L-Dopamina  10-5 M 417 
Hemoglobina bovina  10-9 g/mL 418 
Cinchonina  10-12 M 285 
PBDEs Agua de grifo <10-12 M 419 
Atrazina  10-16 M 284 
Imidacloprid 
Manzana, pepino, 
lechuga y repollo 
10-16 g/mL 420 
Atropina Orina 10-9 g/mL 421 
Ácido cólico  10-12 M 422 
Glucosa  2·10-2 M 423 
Ácido L-piroglutámico 
Glutamato 
monosódico 
10-5 M 424 
L-Fenilalanina 
Preparado 
certificado de 
aminoácidos 
6.23·10-7 M 425 
17β-Estradiol  1.5·10-9 g/mL 426 
PBDEs: difeniléteres polibromados. Todos los polímeros fueron obtenidos por 
polimerización directa de las unidades monoméricas. La detección, en todos los casos, 
se lleva a cabo mediante medidas UV-Vis. 
 
 
 
Figura 35. a) Micrografía SEM de un cristal fotónico de MIP selectivo a atrazina; b) 
desplazamiento del máximo de la banda UV-Vis en función de la concentración de 
analito (p-nitrofenol), tanto en el MIP (MICA) como en el NIP (NICA); c) variación del 
espectro UV-Vis en función de la concentración de analito; d) fotografías del MIP en 
presencia de diferentes concentraciones de plantilla. Reproducidas con permiso de las 
referencias 284 (a) y 415 (b-d). 
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Otras nanoestructuras de MIPs obtenidas mediante técnicas de 
moldeo y empleadas en el desarrollo de sensores ópticos se recogen en 
la Tabla 12. 
Tabla 12. Sensores ópticos basados en MIPs obtenidos en diferentes formatos 
mediante moldeo de la mezcla de prepolimerización sobre distintas estructuras. 
Formato Analito Muestra LOD Ref 
Nanofilamentos 
Mioglobina  6·10-7 M 221 
Enrofloxacino  5.8·10-7 M 144 
Pendimetalina* 
Guindilla y 
berenjena 
1.43·10-8 g/mL 427 
Nanotubos IgG  2·10-3 g/mL 280 
Array de 
nanopuntos 
R123  10-6 M 428 
R123: Rodamina 123. Todos los polímeros fueron obtenidos por polimerización directa 
de las unidades monoméricas a excepción de la referencia 144, en donde se empleó un 
substrato de vidrio funcionalizado con dobles enlaces. * Excepto este analito, cuya 
detección se lleva a cabo mediante quimioluminiscencia, en el resto de sensores se 
emplea microscopía de fluorescencia. 
 La obtención de nanofilamentos se basa en la transferencia de la 
mezcla de prepolimerización a los moldes cilíndricos generados en un 
substrato de Al/Al2O3, de anchura y longitud variable en función de las 
condiciones de electrooxidación. La plantilla se inmoviliza en la pared 
interior de las cavidades dando lugar a una impronta de tipo 
jerarquizado en la superficie del MIP. Los nanofilamentos se separan del 
molde tras su disolución selectiva,221 si bien también puede emplearse 
un substrato de vidrio funcionalizado como soporte de los mismos.144 
Una aproximación similar a la obtención de nanotubos es el empleo de 
monolitos de Al2O3 en los cuales se inmoviliza la plantilla y el MIP se 
sintetiza mediante deposición química en fase vapor de los 
monómeros.280 La eliminación de los monolitos genera nanotubos 
huecos que presentan mayor área superficial que los nanofilamentos. 
 Finalmente, cabe destacar el trabajo de Urraca et ál.428 donde, a 
partir de un molde polimérico con agujeros de 250 nm de diámetro y 
obtenido mediante un proceso litográfico, los autores generan una 
estructura periódica de MIPs de tamaño nanométrico mediante 
iniciación de la polimerización con una onda evanescente.  
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5.3.1.4. Otras técnicas 
Una forma simple para el desarrollo de sensores ópticos basados 
en MIPs es la síntesis directa del polímero sobre la superficie de una 
fibra óptica. De esta forma, el elemento de reconocimiento queda 
integrado sobre uno de los elementos de transducción más habituales, 
ya sea en la punta de la fibra o en el lateral de la misma, facilitando así 
la monitorización de la señal analítica mediante distintas técnicas.429 La 
Tabla 13 recoge algunos de estos ejemplos, mientras que en la Figura 
36 se muestran imágenes de algunos de estos sensores ópticos.  
Tabla 13. Sensores ópticos basados en MIPs depositados sobre la superficie de una 
fibra óptica. 
Analito Polimerización Detección LOD Ref. 
Maltol PP IR 10-8 M 430 
Furfural PD SPR 
50 g/L 431 
10 g/L 432,433 
9 g/L 434 
Dansil-L-fenilalanina PD FL 5·10-8 M 435 
Citrinina y ácido 2,4-
dicloro 
fenoxiacético 
PD FL 
2·10-6 M y  
10-9 M 
436 
Metil paratión PD SPR 10-13 M 437 
Cocaína PP FL 
10-6 M 438 
2.5·10-5 M 439,440 
2,4,6-Trinitrotolueno PD 
SPR 
2.6·10-4 M, 441 
5.1·10-5 M 442 
LSPR 
2.4·10-6 M y 
7.2·10-7 M 
443 
Tetraciclina PD SPR 2.2·10-9 M 444 
Glucosa PP FL 10-3 M 445 
Vitamina B3 PD SPR 5·10-4 g/mL 446 
L-Nicotina PD SPR 1.86·10-4 M 447 
Melamina PD SPR 10-7 M 448 
Microcistina-LR SG IF 3·10-10 g/mL 449 
Derivado de 
p-toluensulfonato 
SG UV-Vis 10-5 M 450 
PD: Polimerización directa, PP: con grupos polimerizables sobre la superficie de la fibra, 
SG: sol-gel, FL: fluorescencia, IF: interferometría Fabry-Pérot en la región IR. 
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Existen otras técnicas menos comunes, pero no por ello menos 
interesantes, para la preparación de MIPs con aplicación en el 
desarrollo de sensores ópticos. Cabe destacar el trabajo de Li et ál.451 
empleando un polímero entrecruzado fluorescente, debido a la 
conjugación de las unidades monoméricas del MIP, para la 
determinación de 2,4,6-trinitrotolueno. La mezcla de prepolimerización 
se deposita sobre un soporte de vidrio y, tras la evaporación del 
disolvente, se lleva a cabo la determinación del analito midiendo la 
desactivación de la fluorescencia del MIP en función de su 
concentración. 
 
Figura 36. a) Proceso de fabricación de una punta de MIP en el extremo distal de una 
fibra óptica; b) micrografía SEM de una fibra óptica recubierta de MIP; c) MIP en el 
extremo distal de una fibra óptica; (d) emisión del MIP cuando se excita a 375 nm. 
Reproducidas con permiso de las referencias 435 (a), 436 (b) y 439 (c, d). 
Otra metodología consiste en la obtención de hidrogeles de MIP 
con nanopartículas encapsuladas que confieren las propiedades ópticas 
adecuadas para el diseño del sensor. Esta aproximación se ha utilizado 
para generar in situ nanopartículas de plata aprovechando el 
hinchamiento del microgel.452 Los iones plata interactúan con los 
grupos funcionales de los monómeros de forma que las cavidades del 
MIP se comportan como nanoreactores, originándose su reducción. Al 
aumentar la concentración de analito en el medio se produce una 
disminución de intensidad de la banda asociada a la frecuencia de 
resonancia del plasmón, lo que permite su determinación. Este sistema 
se ha aplicado con éxito para el análisis de D-glucosa en un fluido 
Fibra pulida Precursor Polimerización Punta MIP
a)
b) c)
d)
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lagrimal sintético, con un LOD de 13.7·10-6 M. El mismo analito se ha 
determinado encapsulando puntos cuánticos de carbono fluorescentes 
durante la síntesis del hidrogel.453 En este caso se evaluó la 
disminución de la intensidad de fotoluminiscencia con el incremento de 
su concentración en suero bovino, presentando un LOD de 10-4 M. 
5.3.2. Formatos micro y nanoestructurados 
5.3.2.1. Películas 
Existen diferentes técnicas y aproximaciones para la fabricación 
de películas de MIP sobre soportes bidimensionales. En la Tabla 14 se 
recogen algunos ejemplos de películas obtenidas por deposición de la 
mezcla de prepolimerización sobre una superficie funcionalizada con 
iniciadores o dobles enlaces. 
Sin embargo, en estos ejemplos no existe un control exhaustivo 
del espesor de las membranas obtenidas, salvo en los casos donde se 
emplean polimerizaciones radicalarias controladas,454,455 donde el 
resultado final depende directamente de la efectividad del agente 
controlador. Con un grado inferior en el control del espesor de la 
película se encuentran aquellas fabricadas sobre substratos con grupos 
polimerizables o iniciadores inmovilizados sobre su superficie, que 
favorecen la íntima adhesión entre ambos materiales. 
En varios trabajos, el espesor de la capa polimérica se controla 
confinando la mezcla de prepolimerización entre dos materiales planos y 
aplicando presión de forma continua durante el proceso de 
polimerización. Uno de estos materiales actúa, por lo general, como 
substrato o soporte del MIP (Tabla 15, Figura 37), mientras que el otro 
se puede funcionalizar con la molécula plantilla. De esta forma, en un 
proceso similar a la estampación en la litografía blanda conocido como 
impronta por micro-contacto, se consigue una impronta superficial del 
polímero.456,457,458,459,460 Esta aproximación es particularmente útil para 
la impronta de especies de elevado peso molecular, tales como 
proteínas.393 
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Figura 37. Micrografías SEM de: a) película de MIP sobre un soporte de oro; b) corte 
transversal de dicha película. Micrografías AFM de: c) la superficie de un substrato de 
oro; d) película de MIP sobre dicho substrato. Reproducidas con permiso de las 
referencias 458 y 484. 
 
Tabla 16. Sensores ópticos basados en películas de MIP obtenidas por 
electropolimerización. 
Soporte Analito Muestra LOD Ref 
Chip de oro 
Ocratoxina A 
Trigo y 
vino tinto 
10 g/L 490 
Zearalenona Maíz 3·10-10 g/g 491 
Hemoglobina  4.35·10-7 g/mL 492 
Toxina T-2  10-16 M 493 
Chip de oro 
@MIP/AuNPs 
Neomicina, 
kanamicina y 
estreptomicina 
Leche 
2·10-12 M, 
10-12 M y 
2·10-13 M 
494 
D-manosa, 
D-galactosa y 
D-glucosa 
 
4·10-11 M, 
10-11 M y 
10-11 M 
495 
Ácido 
L-glutámico y 
L-fenilalanina 
 
2·10-9 M y 
1.2·10-8 M 
496 
Electrodo de oro Doxiciclina Carpa 5.17·10-11 M 497 
Chip de plata Fenaminosulf Vegetales 1.6·10-11 M 498 
Chip de ITO Dimetoato Vegetales 1.83·10-11 M 499 
AuNPs: Nanopartículas de oro, ITO: óxido de indio y estaño. Detección: SPR en chips de 
oro, electroquimioluminiscencia en el electrodo de oro y fluorescencia en el resto de chips. 
Por otra parte, también es posible la fabricación de películas 
mediante técnicas de electropolimerización en las que la mezcla 
precursora se deposita sobre substratos parcialmente conductores, 
generándose la capa de MIP mediante la aplicación de una corriente 
eléctrica.500 Los monómeros deben polimerizar tras la aplicación de 
ciertos voltajes, aunque también es habitual el empleo de copolímeros 
lineales π-conjugados que interaccionan con la plantilla y favorecen la 
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conductividad eléctrica. En la Tabla 16 se muestran algunos de estos 
ejemplos. 
Al igual que se comentó para las técnicas litográficas, otra 
posibilidad para obtener películas MIP de espesor controlado consiste 
en depositar la mezcla de prepolimerización sobre un substrato y 
esparcirla de forma homogénea en un paso previo a su polimerización 
(Tabla 18). En este sentido, la técnica de spin-coating permite un control 
nanométrico del espesor de las capas obtenidas gracias, en muchos 
casos, a la presencia de un plastificante.501 
Por último, existen otras técnicas menos convencionales que 
también permiten la obtención de películas de MIP sobre distintos 
substratos, como las que se muestran en la Tabla 17. 
Tabla 17. Sensores ópticos basados en películas de MIP obtenidas por deposición de la 
mezcla de prepolimerización mediante las técnicas de “dip coating” y “blade coating” 
sobre distintos substratos. 
Técnica Substrato Pol. Analito LOD Det. Ref 
Dip 
coating 
Chip de oro SG DDT 50 ng/L FL 502 
Vidrio 
@SiO2/TiO2@MIP 
SG TNT 5 g/L TOW 503 
Vidrio SG Fluoreno 10 ng/L PFL 504 
Blade 
coating 
Vidrio PD 
Espermidinaa 10-7 M FL 505 
Colesterolb 10-7 M FL 506 
PD: Polimerización directa de monómeros, SG: sol-gel, DDT: 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-
clorofenil)-etano, TNT: 2,4,6-trinitrotolueno, TOW: transmitancia en guía de onda, PFL: 
polarización de fluorescencia, FL: fluorescencia. Aplicación en muestras reales de: 
asuero, bleche en polvo.  
La técnica dip coating consiste en la inmersión del substrato en la 
mezcla de prepolimerización. En este caso, el espesor de la película 
depende, entre otros parámetros, de la velocidad con la que se retira el 
substrato y de la tensión superficial que se genera entre ambos 
medios.507 Por otra parte, la técnica blade coating se basa en la 
deposición de la mezcla de prepolimerización sobre un substrato 
seguida de su extensión empleando una cuchilla u hoja afilada. El 
espesor de la capa se puede controlar variando la distancia entre la hoja 
y el substrato.508 
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5.3.2.2. Núcleo-recubrimiento 
Todos los materiales comentados en esta sección de la 
Introducción pueden considerarse materiales híbridos en tanto que el 
MIP se encuentra unido física o químicamente a otro material que 
confiere al sistema global unas propiedades características, aparte del 
reconocimiento selectivo. En este apartado se incluyen aquellos 
materiales, conocidos como nanocomposites o nanocompuestos, 
basados en micro o nanopartículas (pseudo)esféricas discretas. Estos 
actúan de núcleo o semilla para la síntesis del MIP en su superficie, 
obteniéndose materiales de tipo núcleo-recubrimiento que presentan un 
confinamiento nanométrico. Con objeto de simplificar la clasificación, se 
ha procedido a su división en función del tipo de núcleo empleado en su 
preparación. 
5.3.2.2.1. Núcleo de gel de sílice 
La versatilidad sintética que proporciona el SiO2, en términos de 
su fácil funcionalización con una gran variedad de grupos funcionales, 
lo convierte en un candidato idóneo para la fabricación de 
nanocompuestos.524 Las posibilidades son prácticamente ilimitadas, 
pudiéndose generar a partir de estos núcleos diversos materiales 
híbridos binarios, ternarios, o incluso más complejos (Figura 38). En la 
Tabla 19 se recogen ejemplos de sensores ópticos basados en MIPs 
sintetizados a partir de un núcleo de gel de sílice. 
Gracias a su versatilidad sintética, la preparación de capas de gel 
de sílice como etapa previa a la generación de recubrimientos MIPs es 
una práctica habitual que facilita la incorporación de los polímeros 
sobre otro tipo de núcleos (por ejemplo, Au y Fe3O4) con una 
complejidad de funcionalización más elevada. Adicionalmente, el SiO2 
forma parte, bien como núcleo o recubrimiento, de la práctica totalidad 
de nanocompuestos obtenidos mediante polimerizaciones controladas, 
ya que es el substrato más adecuado para el anclaje de los 
controladores de reacción más utilizados (apartado 5.3.2.2.7.). 
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Tabla 19. Sensores ópticos basados en MIPs sintetizados sobre núcleos de gel de sílice. 
Nanocompuesto Pol. Analito LOD Det. Ref 
SiO2@MIP 
PP 
-Cialotrinaa 5·10-12 M FL 256 
-Cialotrinab 4·10-12 M FL 525 
Melaminac 1.5·10-7 M FL 526 
Enrofloxacino 2·10-6 M FRET 255 
PD -Cialotrinad 9.17·10-9 M FL 254 
SG 
SPFOe 5.57·10-9 g/mL FL 527 
Ficocianinaf 1.4·10-10 M FL 528 
BHb 10-3 g/mL UV-Vis 529 
BHb 7.5·10-8 M UV-Vis 530 
SiO2@QD@MIP SG 
BHbg 9.4·10-9 M FL 531 
Ficocianinaf 5.9·10-9 M FL 532 
SiO2@MIP/QD PP 2,4-Df 1.5·10-7 M P 533 
SiO2@AuNP@MIP SG Bisfenol Af 10-7 M FL 534 
QD: Punto cuántico, AuNP: nanopartícula de oro, PD: Polimerización directa de 
monómeros, PP: con grupos polimerizables en la superficie del soporte, SG: sol-gel, SPFO: 
sulfonato de perfluorooctano, BHb: hemoglobina bovina, 2,4-D: 2,4-diclorofenol, FL: 
fluorescencia, P: fosforescencia. Aplicación en muestras reales de: aagua con gas, bmiel, 
cleche, yogur y helado, dlicores chinos, eagua de río, faguas de lago y/o mar, gsangre 
(bovina) y orina.  
 
 
Figura 38. Micrografías TEM de: a) SiO2@MIP/QDs; b) SiO2@MIP insertadas sobre la 
respectiva micrografía SEM; c) SiO2@AuNPs@MIP. Reproducidas con permiso de las 
referencias 533, 527 y 534, respectivamente. 
5.3.2.2.2. Núcleo magnético 
 Los nanocompuestos basados en núcleos magnéticos para la 
fabricación de sensores ópticos que emplean MIPs como elementos de 
reconocimiento selectivo son variados (Figura 39) tanto en cuanto a la 
forma de obtener el polímero como al mecanismo de transducción 
utilizado en la medida. La Tabla 20 muestra algunos ejemplos. 
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Tabla 20. Sensores ópticos basados en MIPs sintetizados sobre núcleos magnéticos de 
óxidos de hierro. 
Nanocompuesto Pol. Analito LOD Det. Ref 
Fe3O4@MIP PD 
Clorpirifósa 7.6·10-10 M SPR 535 
CIPRb 10-7 M SERS 536 
Fe3O4@MIP/QD SG CIPRc 1.3·10-7 g/mL FL 537 
Fe3O4@SiO2@MIP PP -Cialotrinad 2.3·10-9 g/mL FL 538 
Fe3O4@SiO2 
@QD@MIP 
PD 
MFA 5·10-11 g/mL RLS 265 
Bisfenol A 10-6 g/mL FL 297 
PP 4-Nonilfenol 2.5·10-7 M FL 539 
Fe3O4@SiO2 
@GQD@MIP 
PD Tributiltinae 42.56 g/L FL 540 
QD: Punto cuántico, GQD: punto cuántico de grafeno, PD: polimerización directa de 
monómeros, PP: con grupos polimerizables en la superficie del soporte, SG: sol-gel, CIPR: 
ciprofloxacino, MFA: ácido mefenámico, RLS: resonancia por dispersión elástica de la 
radiación, FL: fluorescencia. Aplicación en muestras reales de: amanzana, bsuero fetal 
bovino, corina, dmiel, eagua de mar.  
 Las propiedades magnéticas de los óxidos de hierro 
superparamagnéticos, particularmente de la ferrita, facilitan la 
manipulación de estos nanocompuestos, que pueden separarse 
fácilmente de la disolución de incubación o de un determinado 
substrato simplemente utilizando un imán.393 
 
Figura 39. Micrografías TEM de: a) Fe3O4@MIP; b) Fe3O4@SiO2@GQDs@MIP. 
Reproducidas con permiso de las referencias 536 y 540, respectivamente. 
5.3.2.2.3. Núcleo de punto cuántico 
Los puntos cuánticos (QDs) son nanocristales inorgánicos 
semiconductores que, tras irradiación con radiación UV, emiten en la 
región Vis del espectro a una longitud de onda que es función de su 
tamaño.541 Cuanto mayor es el tamaño del nanocristal, mayor es el 
efecto batocrómico de la radiación emitida. La naturaleza luminiscente 
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de estas nanopartículas les ha proporcionado un papel especial para la 
detección de analitos en el campo biológico, existiendo multitud de 
métodos estandarizados que emplean estos materiales.542 Los QDs 
semiconductores más utilizados son los de seleniuro de cadmio (CdSe), 
sulfuro de cadmio (CdS), arseniuro de indio (InAs), fosfuro de indio (InP) 
y otros materiales similares como el sulfuro de cinc (ZnS) dopado con 
magnesio, entre otros.543 Sin embargo, en los últimos años han surgido 
nuevos QDs basados en otro tipo de materiales, como el carbono544 o 
grafeno.545 Como consecuencia de su confinamiento cuántico, estas 
nuevas nanoestructuras presentan propiedades ópticas y eléctricas 
características que se han aprovechado particularmente para el 
desarrollo de sensores.546 En la Tabla 21 se recogen ejemplos de MIPs 
sintetizados directamente sobre puntos cuánticos y su aplicación al 
desarrollo de sensores ópticos (Figura 40). 
Por otra parte, empleando los puntos cuánticos como núcleo, 
también se han desarrollado sensores que incluyen en su composición, 
bien diversos materiales para separar el MIP del punto cuántico (Tabla 
22), o bien partículas magnéticas (Tabla 20). 
Cabe destacar que, en todos los casos descritos hasta el momento, 
la monitorización del analito se lleva a cabo evaluando la disminución 
de la emisión de fluorescencia del QD cuando se incrementa la 
concentración del analito a detectar. 
 
Figura 40. Micrografías TEM de: a) QD@MIP; b) QD@SiO2@MIP; c) QD@MIP. 
Reproducidas con permiso de las referencias 547, 548 y 549, respectivamente. 
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5.3.2.2.4. Núcleo de otras nanopartículas semiconductoras 
 Además de los puntos cuánticos, existen nanocristales basados 
en otros óxidos semiconductores que presentan propiedades 
luminiscentes con potencial aplicación para el desarrollo de sensores 
ópticos (Tabla 23, Figura 41). Así, cuando los nanocristales de óxido de 
cinc (II) se excitan en el UV (230 nm) dan lugar a un espectro de 
luminiscencia formado por cuatro bandas centradas en 400, 455, 510 y 
596 nm.592 Por otra parte, los nanocristales de YVO4 dopados con iones 
Eu3+ presentan dos bandas de emisión centradas en 594 y 613 nm, tras 
excitación a 320 nm, atribuidas a transiciones de transferencia de 
carga.593 
Tabla 23. Sensores ópticos basados en MIPs sintetizados sobre nanopartículas de otros 
óxidos semiconductores. 
Nanocompuesto Pol. Analito LOD Det. Ref 
ZnO-NR@MIP 
PD Melatoninaa 1.84·10-12 g/mL FL 594 
PP p-Nitrofenolb 3.6·10-8 M FL 270 
YVO4-Eu3+@MIP PP -Cialotrinac 1.76·10-6 M FL 595 
UCN@MIP PD 
Clembuterold 1.2·10-10 g/mL UCf 596 
Metolcarb 5·10-8 g/mL UCf 597 
UCN@SiO2@MIP PP Sulfametazinae 3.4·10-8 g/mL UCf 598 
UCN@PMH@MIP PD Tripsina 10-7 M UCf,g 269 
ZnO-NR: Nanovarillas de óxido de cinc (II), YVO4-Eu3+: nanocristales de ortovanadato de 
itrio dopados con europio (III), UCN: nanopartículas de tipo “up-conversion” dopadas con 
iones de lantánidos, PMH: poli(N,N’-metilenbisacrilamida-co-metacrilato de 2-hidroxietilo), 
PD: polimerización directa, PP: grupos polimerizables en la superficie del soporte. 
Aplicación en muestras reales de: aorina, bagua de río, ccrisantemo blanco, dcerdo, epollo. 
FL: fluorescencia. UC: “up-conversion” con partículas de: fNaYF4-Yb3+/Er3+, gNa0.6K0.4YF4-
Yb3+/Tm3+. 
 Cabe destacar los fenómenos de tipo up-conversion en los que la 
luminiscencia se produce cuando un luminóforo se excita con una 
radiación de menor energía a la correspondiente a la luz emitida, siendo 
clasificado como un proceso anti-Stokes.599 Este fenómeno se observa 
mediante la excitación continua de sistemas dopados con metales de 
transición o de tierras raras. En general, el mecanismo implica la 
excitación de un ion que transfiere su energía a otro ion al regresar al 
estado fundamental, constituyendo un proceso de óptica no lineal que 
se aplica en sistemas de imagen y diagnóstico.600 Existen gran cantidad 
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de nanopartículas basadas en óxidos inorgánicos que presentan esta 
propiedad, particularmente aquellas basadas en fluoruro de itrio, como 
las que se recogen en los ejemplos de la Tabla 23.  
 
Figura 41. Micrografías: a) SEM de ZnO-NR@MIP; b) SEM de UCN@MIP; c) TEM de 
YVO4-Eu3+@MIP. Reproducidas con permiso de las referencias 594, 596 y 595, 
respectivamente. 
5.3.2.2.5. Núcleo polimérico 
 El empleo de un material polimérico como núcleo para la 
consecución de nanocompuestos de MIP con aplicaciones en sensores 
ópticos está menos extendido. En la Tabla 24 se muestran algunos 
ejemplos. En sí mismas, las partículas poliméricas no presentan 
propiedades ópticas o eléctricas de interés, sino que sirven, única y 
exclusivamente, como punto de anclaje del MIP. 
Tabla 24. Sensores ópticos basados en MIPs sintetizados sobre partículas poliméricas. 
Nanocompuesto Analito LOD Detección Ref 
PIn@GQT/MIP Dopaminaa 10-10 M FL 601 
PS/PDVB@MIP Bisfenol A 5·10-10 g/mL SPR 602 
PIn: Poli(indol), PS/PDVB: poli(estireno-co-divinilbenzeno), FL: fluorescencia. Todos los 
polímeros fueron obtenidos por polimerización directa (PD) de las unidades monoméricas. 
Aplicación en muestras reales de: asuero y orina. 
5.3.2.2.6. Núcleo metálico 
 El empleo de nanopartículas metálicas en la fabricación de 
materiales híbridos tiene como último objetivo la amplificación de la 
señal óptica que se deriva del proceso de reconocimiento selectivo. La 
técnica cuyo mecanismo físico se conoce mejor es la espectroscopia 
SERS que, mediante el fenómeno de acoplamiento plasmónico, 
proporciona un incremento de la señal Raman del analito en relación a 
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la obtenida en ausencia de la nanopartícula metálica, lo que permite 
reducir considerablemente los límites de detección.138 Sin embargo, 
hasta la fecha no ha sido posible demostrar la posibilidad de un 
acoplamiento plasmónico con la medida de la fluorescencia en el caso 
de los sensores ópticos basados en MIPs. 
 Es bien conocido el mayor efecto de acoplamiento del plasmón en 
las nanopartículas de plata en comparación a las de oro. Sin embargo, 
la menor estabilidad de aquellas, particularmente en medios salinos, da 
lugar a sensores con un limitado tiempo de vida.133 A pesar de ello, las 
nanopartículas de plata (Figura 42) han sido ampliamente utilizadas 
para el desarrollo de sensores ópticos (Tabla 25) debido, en gran parte, 
al amplio conocimiento de las técnicas de funcionalización de éstas. 
Los trabajos, cuya transducción se realiza mediante fluorescencia, 
se basan en la disminución de la emisión como consecuencia de la 
presencia de nanopartículas de plata en las inmediaciones de los sitios 
de reconocimiento del analito.603,604 Alternativamente, se puede 
relacionar el desplazamiento de la banda asociada a la frecuencia del 
plasmón con la concentración de analito, empleando espectroscopia de 
absorción UV-Vis.605,272,606 
 
Figura 42. Micrografías SEM de nanoesferas de: a) Ag; b) Ag funcionalizadas; c) 
Ag@MIP. Inserto: micrografía TEM de Ag@MIP. Reproducidas con permiso de la 
referencia 607. 
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5.3.2.2.7. Polimerización controlada 
Mención aparte requieren aquellos nanocompuestos de tipo 
núcleo-recubrimiento que han sido obtenidos mediante reacciones de 
polimerización CRP. El empleo de un agente capaz de controlar, de 
forma directa o indirecta, la adición de las unidades monoméricas 
durante el proceso de polimerización, favorece el crecimiento del 
polímero sobre el núcleo de forma homogénea, reproducible y con un 
espesor controlado. Al tratarse de métodos de polimerización 
relativamente nuevos, el número de publicaciones concernientes a la 
obtención de MIPs mediante este procedimiento y su aplicación como 
sensores ópticos es reducido, siendo, hasta la fecha, la polimerización 
RAFT la única utilizada con este propósito (Tabla 26). 
Tabla 26. Sensores ópticos basados en la síntesis de MIPs sobre diferentes núcleos 
mediante polimerización RAFT. 
Nanocompuesto Analito LOD Detección Ref 
SiO2@MIP 
CBO-L-Phe 10-6 M FL 302 
Ácido siálicoa – MFL 615 
Vidrio@MIP 
Endotoxinab 1.56·10-8 g/mL SPR 616 
Diclofenaco 1.2·10-9 g/mL SPR 617 
Fe3O4@SiO2@MIP 17β-Estradiol 1.9·10-7 M FL 618 
Au-NR@MIP Ácido fólico 10-7 M SERS 271 
Au-NR: Nanovarillas de oro, CBO-L-Phe: N-carbobenziloxi-L-fenilalanina, FL: 
fluorescencia, MFL: microscopía de fluorescencia. Aplicación en muestras reales de: 
acultivo celular, bE. Colli. 
En la Figura 43 se muestran algunos ejemplos de MIPs en 
formato núcleo-recubrimiento obtenidos mediante una polimerización 
controlada de tipo RAFT. En el caso de aquellos sensores cuyo 
reconocimiento se basa en medidas de fluorescencia, el MIP incorpora 
algún monómero o molécula fluorescente que permite relacionar la 
concentración de analito con la intensidad de emisión.302,615,618 Por otra 
parte, en el caso de los sensores basados en la medida SPR la 
preparación del transductor suele ser algo más compleja ya que implica, 
en primer lugar, la síntesis de la partícula núcleo-recubrimiento y, 
posteriormente, su anclaje en el chip SPR.616,617 
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Finalmente, cabe destacar el reciente trabajo de R. Ahmad et ál. 
sobre el desarrollo de MIPs en formato de tipo núcleo-recubrimiento 
empleando nanopartículas de oro mediante una polimerización 
controlada.271  
 
Figura 43. Micrografías SEM de: a) nanopartículas magnéticas de Fe3O4; b) 
Fe3O4@SiO2@MIP. Insertos: micrografías TEM. c) y d) Micrografías TEM de SiO2@MIPs. 
Reproducidas con permiso de las referencias 618 (a y b), 302 (c) y 615 (d). 
5.3.2.3. Nanoestructuras mono/bi-dimensionales  
 Además de los núcleos de partículas (pseudo)esféricas 
comentados hasta ahora, existen otras nanopartículas que difieren en 
relación al confinamiento nanométrico y que se recogen en la Tabla 27. 
Mientras que las nanopartículas (pseudo)esféricas se consideran 
estructuras tridimensionales, los QDs se encuentran en el otro extremo 
de la escala, ya que se consideran formaciones cero dimensionales. 
Entre medias se encuentran estructuras bidimensionales, como el óxido 
de grafeno (GO), y unidimensionales, como los nanotubos de carbono 
(CNT) o las fibras de celulosa (CEL) que, hasta la fecha, se han 
empleado únicamente como soporte para la síntesis del MIP (Figura 44). 
 Los nanotubos de carbono, preparados y caracterizados por 
primera vez en 1991, son semiconductores que han demostrado 
capacidad para su empleo en la detección de proteínas, marcadores 
tumorales, pequeñas moléculas y algunos virus.619 Sin embargo, el 
método de transducción con el que se combinan es principalmente 
electroquímico. Como se ha indicado anteriormente, su aplicación al 
desarrollo de sensores ópticos empleando MIPs como elementos de 
reconocimiento selectivo se ha limitado a su uso como soporte. Así, en 
una etapa previa a la síntesis del MIP, se inmovilizan sobre su 
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superficie moléculas fluorescentes620 o QDs621 para la fabricación de 
sensores basados en medidas de fluorescencia. 
Tabla 27. Sensores ópticos basados en la síntesis de MIPs sobre nanoestructuras mono 
y bidimensionales.  
Nanocompuesto Pol. Analito LOD Det. Ref 
CNT@MIP 
PI Teofilina 5·10-5 g/mL UV-Vis 622 
PD Lisinaa 4·10-6 M FL 620 
CNT@QD@MIP SG BSA 8·10-8 M FL 621 
GO@QD@MIP PP Vitamina Eb 3.5·10-9 M FL 623 
GO@(QD@SiO2)@MIP 
SG 
/PD 
TCPc,d,e 1.8·10-7 M FL 624 
CEL@MIP PP DCPAd,e 10-12 M CL 264 
GFP@QD@MIP SG Cu2+ e,f 1.2·10-8 g/mL FL 625 
CNT: Nanotubos de carbono, QD: punto cuántico, GO: óxido de grafeno, CEL: celulosa, 
GFP: papel de fibra de vidrio, PD: polimerización directa, PP: grupos polimerizables sobre 
la superficie, PI: iniciador inmovilizado sobre la superficie, SG: sol- gel, BSA: albúmina 
de suero bovino, TCP: 2,4,6-triclorofenol, DCPA: ácido 2,4-diclorofenoxiacético, CL: 
quimioluminiscencia, FL: fluorescencia. Aplicación en muestras reales de: ahuevo, 
baceites de maíz y soja, aguas de crío, dgrifo, elago, fmar.  
 Algo similar sucede con el grafeno,626 que se ha combinado con 
otro tipo de partículas, tales como QDs, para favorecer la detección 
óptica del analito.623,624 
 
Figura 44. Micrografías: a) TEM de óxido de grafeno (GO); b) SEM de 
GO@QD@SiO2@MIP; c) TEM de CNT@QD@MIP. Reproducidas con permiso de las 
referencias 621 (c) y 624 (a y b). 
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 The aim of this Thesis is the synthesis and characterization of new 
micro- and nanostructured molecularly imprinted polymers (MIPs) for the 
development of optical chemical sensors. Several fabrication methods 
have been explored for the MIP fabrication and coupling to the optical 
transducer. In parallel, various sensing schemes using fluorescence-
based or label-free methods have also been implemented to overcome 
some of the current limitations of MIPs in the sensing field. The main 
methods and techniques worked out in this Thesis are summarized below: 
1. Microcontact printing to produce MIP-based diffraction gratings for 
label-free detection of enrofloxacin (ENRO). 
2. Electron beam lithography (EBL) to generate luminescent polymer 
nanopatterns using a commercial resist. 
3. EBL to produce cross-linked nanostructures using synthetic non-
chemically amplified linear copolymers. 
4. EBL to manufacture MIP-based micro- and nanoarrays for label-free 
selective recognition of analytes.  
5. Precipitation polymerization to prepare monodisperse MIP-based 
microspheres for ENRO analysis. 
6. Fiber-optic technology for fabricating high-density sensor 
microarrays with multiplexing capability. 
7. RAFT polymerization for synthesizing gold@silica@MIP hybrid 
nanocomposites and their application as label-free surface-
enhanced Raman scattering (SERS) nanosensors for the selective 
recognition of ENRO. 
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7.1. Molecularly imprinted polymer for label-free 
integrated optical waveguide bio(mimetic)sensors 
 En el primer trabajo de esta Tesis Doctoral se preparó una red de 
difracción bidimensional basada en un MIP selectivo al antimicrobiano 
enrofloxacino. De acuerdo a la clasificación de técnicas de micro- y 
nanoestructuración descritas en la Introducción, el material se preparó 
mediante litografía de nanoimpresión, es decir, la red nanoestructurada 
de MIP se preparó empleando un molde grabado previamente mediante 
procesos de escritura litográficos 
 La red de difracción obtenida de esta forma, así como un MIP en 
formato másico obtenido a partir de la misma mezcla de pre-
polimerización, fueron caracterizados tanto mediante espectrofotometría 
Vis-IR como por medidas de la eficiencia de difracción, en el caso de la 
red nanoestructurada. De esta forma, se determinó su índice de 
refracción, la atenuación óptica y su reconocimiento selectivo hacia la 
plantilla, en comparación con el material no improntado (NIP) y en 
presencia de otra molécula (flumequina) de la misma familia de 
antimicrobianos. 
 Por otro lado, se evaluó, en distintas condiciones y empleando los 
parámetros espectroscópicos obtenidos previamente, el empleo de un 
material MIP de estas características sobre la superficie de una guía de 
onda para su potencial aplicación en el desarrollo de un sensor óptico 
basado en onda evanescente. 
 De forma esquemática, el trabajo que se presenta a continuación 
consta de las siguientes etapas: 
1. Síntesis del polímero en bloque. 
2. Síntesis de la red de difracción. 
3. Caracterización espectrofotométrica de los polímeros (1) y (2). 
4. Estudios de reconocimiento y selectividad del polímero (2). 
5. Simulación de un sensor de guía de onda basado en un MIP de 
composición similar a los anteriores. 
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Abstract 
A molecularly imprinted polymer (MIP) has been developed and 
characterized as a photonic material for integrated optics based antibiotic 
sensing. Key parameters – refractive index, optical attenuation and 
porosity – of the synthesized polymer have been determined by employing 
two light transmission methods: visible/near-infrared spectrophotometry 
and efficiency measurement of transmissive polymer diffraction gratings. 
In both cases, the porous polymer samples were infiltrated with 
colorless liquids with different refractive indexes, modulating the 
material optical behavior. The MIP optical response to target molecule 
(antibiotic enrofloxacin) has been also studied via optical diffraction. 
Based on the measured optical parameters and molecule recognition 
response, a Si3N4/SiO2 strip waveguide sensor with a MIP sensing layer 
has been proposed and designed by numerical waveguide modeling. 
7.1.1. Introduction 
There is an increasing demand for the development of low cost 
and simple to operate biochemical sensors for the detection of analytes 
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in solution and atmosphere. A key biosensor component determining 
cost and operation complexity is the recognition element. This typically 
consists of biomacromolecules such as enzymes, antibodies or DNA. 
These molecules specifically recognize and bind target molecules offering 
high selectivity against non-specific binding. However, they require low-
temperature conservation and restricted operating conditions, which limits 
their usefulness, particularly for portable systems. 
Biomimetic receptors like molecularly imprinted polymers (MIPs) 
are an attractive alternative as synthetic recognition elements for sensor 
development.1 MIPs are prepared by a templating process at the 
molecular level and are able to bind target molecules with similar 
affinity and specificity to those of their natural counterparts. These 
biomimetic polymers offer a number of advantages as compared to 
biomolecules such as superior stability when exposed to solvents and 
temperature extremes, the possibility of creating receptors for a variety 
of molecular structures, and large-scale microbiochip fabrication.2 
Signal transduction is another important factor defining the total 
cost and operation of biochemical sensors. Among the existing 
transducers for biosensors, planar optical waveguides are very 
attractive because of their robustness, easy patterning of reagents, and 
simple incorporation of several materials such as polymers, metals, and 
dielectrics.3 In addition, they can be integrated with optoelectronic 
devices and fabricated with mature semiconductor processing 
technologies. Moreover, these transducers can provide label-free 
detection and be compatible with microfluidic handling. 
Therefore, the combination of MIPs (receptor) and integrated 
optics (transducer) appears very promising for biosensing due to the 
benefits and compatibility of both technologies. MIPs can easily be cast 
into films by simple dip or spin coating procedures allowing a MIP thin 
film to be applied to a planar optical waveguide as a sensing layer. 
Refractive index, optical attenuation or geometrical changes in the 
biomimetic polymer film may be probed by the evanescent field of a 
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propagating optical mode. An example is the detection of gas-phase TNT 
by integrated optical waveguide attenuated total reflection spectrometry 
using molecularly imprinted sol–gel sensing films.4 
We have recently demonstrated a MIP 2D phase diffraction grating 
(DG) as a label-free optical bio(mimetic)sensor for enrofloxacin 
antimicrobial detection.5 Here we present two key investigations towards 
the use of a similar MIP material to implement the sensing layer of an 
integrated optical waveguide phase sensor. First, as a novel photonic 
porous material, the MIP synthesized in this work is optically 
characterized by using two transmission methods – spectrophotometry 
and efficiency measurements of polymer diffraction gratings – to determine 
its basic optical properties: refractive index, optical attenuation and 
optical response to analyte recognition. Then, we insert the measured 
MIP parameters into a numerical mode solver to design a MIP-based 
waveguide optical phase sensor. Sections 7.1.2., 7.1.3. and 7.1.4. are 
devoted to the synthesis and characterization of the polymers. 
Waveguide sensor modeling is presented and discussed in Section 7.1.5. 
7.1.2. Experimental 
7.1.2.1. Reagents 
Methacrylic acid (MAA), 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) and 
ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) were obtained from Sigma–
Aldrich (St. Louis, MO, USA). The initiator 2,2’-azobis(2,4-
dimethylvaleronitrile) (ABDV) was purchased from Wako (Neuss, 
Germany) and used as received. The antibiotic enrofloxacin (ENR) was 
supplied from Fluka (Buchs, Switzerland) and flumequine (FLU) was 
from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA). Butyronitrile (HPLC-grade) 
and trifluoroacetic acid (TFA) (HPLC-grade, 99%) were from Fluka 
(Buchs, Switzerland). Toluene (HPLC-grade) was from SDS. 3-
(Trimethoxysilyl) propyl methacrylate (98%) was obtained from Acros 
Organics. Water was purified using a Milli-Q system (Millipore, Bedford, 
MA, USA). The monomers were purified, as required, by 
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chromatography immediately before use using an inhibitor-remover 
from Aldrich (Milwaukee, WI, USA). Stock solutions (100, 75, 50 and 
10 mM) of the analytes were prepared in acetonitrile (ACN):HEPES 
(0.1 M, pH 7.5) (50:50, v/v) and stored under refrigeration (4 ºC) for no 
longer than 1 month. 
7.1.2.2. Polymer synthesis 
The functional monomers MAA (0.4 mmol) and HEMA (0.4 mmol), 
and the template molecule (enrofloxacin, 0.1 mmol) were dissolved in 
460 µL of butyronitrile in a glass vial, and left to stand for 10 min. After 
addition of EDMA (2.0 mmol) and ABDV (4.93 mg), the mixture was 
purged with argon for 15 min. Polymerization proceeded thermally during 
2 h at 50 ºC. Non-imprinted polymer (NIP) was synthesized using the 
same conditions but in the absence of the template. 
7.1.2.3. Polymer diffraction gratings 
MIP and NIP DGs were formed on borosilicate microscope slides 
(Thomas Scientific, Swedesboro, USA) via microtransfer molding based 
on SU-8/Si molds. SU-8 resist (MicroChem, Newton, MA, USA) square-
grating molds were created as follows: a 0.38 µm thick SU-8 layer was 
spin-coated on a Si substrate and pre-baked on a hot plate for 1 min at 
110 ºC; then 4 mm × 4 mm square-gratings with period of 12 µm were 
patterned by using deep-UV (255 nm exposition wavelength) contact 
lithography and baked on a hot plate for 1 min at 110 ºC; after chemical 
development of the unexposed photoresist, hard bake at 190 ºC on a hot 
plate for 10 min was carried out. 
Prior to polymer immobilization on the microscope slides, the 
latter were cleaned by immersion in methanol for 2 h and air-dried. 
Dried slides were treated with a 2% solution of 3-(trimethoxysilyl) propyl 
methacrylate in anhydrous toluene for 2 h. Silanized slides were rinsed 
three times with fresh toluene and dried under argon. Then, 3 µL drops 
of the prepolymerization mixture were deposited over the SU-8 molds 
and covered with the glass slides. Polymerization was allowed to proceed 
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thermally during 2 h at 50 ºC in a closed container purged with argon. 
After polymerization, molds were detached mechanically resulting in 
patterned polymer thin films adhered to the glass slides. Finally, the 
MIP/NIP gratings were treated overnight with MeOH:TFA (1%) solution 
for template removal. 
Surface morphology of the micropatterned polymer films was 
characterized by optical and atomic force microscopy (AFM). AFM images 
were obtained in contact mode employing etched silicon tips. 
7.1.2.4. Spectrophotometry measurements 
A 1 cm tall and 1 cm in diameter NIP cylinder was obtained by 
polymerization (Section 7.1.2.2.) in a HPLC vial. The NIP cylinder was 
introduced in a 1 cm side opening quartz-cuvette and fully immersed for 
more than 48 h in the following colorless organic liquids: ACN, 
cyclohexane, toluene and chlorobenzene, which have refractive indexes in 
the visible approximately equal to 1.34, 1.42, 1.49 and 1.52, respectively. 
Then the cuvette containing the infiltrated sample was placed in a Jasco 
V-650 spectrophotometer to measure the transmittance in the 400–
900 nm wavelength range with a band width resolution of 2 nm. 
Infiltrating liquids were removed from the polymeric structure by 
evaporation. 
7.1.2.5. Diffraction measurements 
Optical diffraction experiments were achieved using a He–Ne gas 
laser (λ = 632.8 nm) as the incident light source. The samples (MIP and 
NIP DGs) were placed in a home-made cell (volume 3 mL) so that the 
incident light was normal to, and passing through, the polymer films. 
The optical intensity of a first-order transmitted diffraction beam (𝐼1,0) 
and that of the undiffracted transmitted beam (𝐼0,0) were simultaneously 
collected with Si photodetectors and measured with a dual-channel power 
meter. To determine the polymer film refractive index and porosity, the 
cell was filled with different liquids: methanol, water, ethanol, 
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isopropanol and cyclohexane (refractive indexes at 632.8 nm: 1.326, 
1.332, 1.360, 1.367 and 1.425, respectively).  
Evaluation of the MIP response to molecule binding was achieved 
by immersing the polymer gratings in different solutions of ACN:HEPES 
buffer (0.1 M, pH 7.5) (50:50, v/v) (blank solution) with varying 
antimicrobial enrofloxacin (target analyte) concentrations. Optical 
intensities 𝐼0,0  and 𝐼1,0  were measured at a room temperature of 
21.5 ± 0.5 ºC after incubation times of more than 48 h (time required to 
have a stable signal with the actual instrument set-up). The selectivity 
of the MIP was evaluated from a fluoroquinolone antimicrobial template 
analogue: flumequine.5 
7.1.3. Theory 
7.1.3.1. Estimation of porosity by optical transmission 
In a porous material filled with an index matching liquid (i.e. no 
optical scattering), assuming a linear model for the attenuation coefficient 
of the infiltrated porous structure: 𝛼𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠 = 𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 + (1 − 𝑥𝑝)𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 , 
where 𝑥𝑝 is the porosity, 𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 is the liquid absorption coefficient and 
𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 is the matrix absorption coefficient, the optical transmittance of the 
porous medium is given by Beer–Lambert law: 𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠 = exp(−𝛼𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠𝐿) =
exp{[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 − (1 − 𝑥𝑝)𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥]𝐿}, where 𝐿 is the optical pathlength. 
 
Figure 1. Schematic illustration of a method to estimate material porosity ( 𝑥𝑝 ) by 
spectral optical transmission. 𝑇𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑  and 𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠  are the transmittance curves of the 
infiltrating liquid and the corresponding infiltrated porous material, respectively. 𝛼𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠, 
𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 and 𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 are the attenuation coefficients of the filled porous material, infiltrating 
liquid and solid matrix, respectively. 𝜆1 and 𝜆2 are liquid absorption and non-absorption 
wavelengths, respectively. 
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If the liquid exhibits an absorption peak at a wavelength 𝜆1, and 
𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆) is constant around 𝜆1, that is, 𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆1) = 𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆2) with 𝜆2 
being a non-absorption wavelength of the liquid (see Figure 1), then: 
Equation 1. 
𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠(𝜆2)
𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠(𝜆1)
=
𝑒𝑥𝑝{[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆2)−(1−𝑥𝑝)𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆2)]𝐿}
𝑒𝑥𝑝{[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆1)−(1−𝑥𝑝)𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆1)]𝐿}
=
𝑒𝑥𝑝[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆2)𝐿]
𝑒𝑥𝑝[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆1)𝐿]
= [
𝑇𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆2)
𝑇𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆1)
]
𝑥𝑝
 
where Tliquid is the transmittance of the pure liquid for the pathlength 𝐿. 
Therefore, the material porosity 𝑥𝑝 could be obtained from Equation 1 
by infiltrating an index matching liquid having an absorption band at a 
proper wavelength (𝜆1), and measuring both, the liquid and the filled 
porous material transmittances around such a band, as will be shown 
in Section 7.1.4.1. 
7.1.3.2. Estimation of refractive index and porosity by a thin 
diffraction grating 
The thickness or path length of the polymer gratings studied in 
this work is smaller than the probe wavelength and, therefore, they are 
referred to as “thin” gratings.6 The first-order diffraction efficiency 𝜂1.0 – 
hereafter referred to just as diffraction efficiency (𝜂) – is defined as the 
ratio of 𝐼1,0 to the total transmitted intensity (𝐼𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙). Diffraction displayed 
by thin gratings is comparatively weak and 𝐼𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 can be approximated 
by 𝐼0,0, with negligible loss of accuracy: 𝜂 = (𝐼1,0/𝐼𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙) ≈ (𝐼1,0/𝐼0,0). 
Assuming normal incidence, the diffraction efficiency of the (ℎ, 𝑗)th 
diffracted order (ℎ and 𝑗 are integers) 𝜂ℎ,𝑗 of a thin 2D phase DG as that 
schematically shown in Figure 2 is given by:6 
Equation 2.        √𝜂ℎ,𝑗 = |(
1
𝛬𝑥𝛬𝑦
) ∫ ∫ 𝜏(𝑥, 𝑦)𝑒𝑥𝑝 [−𝑖2𝜋 (
ℎ𝑥
𝛬𝑥
+
𝑗𝑦
𝛬𝑦
)] 𝑑𝑦𝑑𝑥
𝛬𝑦
0
𝛬𝑥
0
| 
where 𝜏(𝑥, 𝑦) is the two-dimensional transmission function, and 𝛬𝑥 and 
𝛬𝑦 are the x and y periodicities, respectively. In regions where no grating 
material is present, the transmission function is defined as τ(x, y) = 1, 
while for areas where grating material exists: 𝜏(𝑥, 𝑦) = 𝑒𝑥𝑝(𝑖2𝜋𝑑𝑔𝛥𝑛/𝜆), 
where 𝑑𝑔  is the grating thickness, and 𝛥𝑛 = (𝑛𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔 − 𝑛𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚)  is the 
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difference in refractive index between the grating and the surrounding 
medium at a given probe wavelength (𝜆). 
 
Figure 2. Structure of a two-dimensionally periodic phase grating. 𝛬𝑥 and 𝛬𝑦 are the x- 
and y-direction periodicities, 𝛤𝑥 and 𝛤𝑦 are the filling factors along the x and y directions, 
and 𝑛𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔 and 𝑛𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚 are the refractive indexes of the material grating and the cover, 
respectively. 
Solving Equation 2 for a square grating, that is, for 𝛬𝑥 = 𝛬𝑦 and 
𝛤𝑥 = 𝛤𝑦 ≡ 𝛤 , with 𝛤𝑥  and 𝛤𝑦  being the filling factors along the x and y 
directions, respectively, the diffraction efficiency of the (1,0)th diffracted 
order can be analytically expressed as (see Appendix A for details): 
Equation 3.   √𝜂 =
𝛤
𝜋
|√2[1 − 𝑐𝑜𝑠(2𝜋𝛤)]| 𝑠𝑖𝑛 (
𝜋𝑑𝑔𝛥𝑛
𝜆
) ≅ 
Γ
π
|√2[1 − cos(2πΓ)]| × (
𝜋𝑑𝑔Δ𝑛
λ
) 
where the approximation is valid for small values of (2𝜋𝑑𝑔Δ𝑛/𝜆), that is, 
for a thing DG. 
Thus, considering a linear model for the refractive index of a liquid 
infiltrated porous grating, that is: 𝑛𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔 = 𝑥𝑝𝑛𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 + (1 − 𝑥𝑝)𝑛𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 , 
where 𝑛𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 is the liquid refractive index and 𝑛𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 is the refractive index 
of the matrix, both 𝑛𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 and 𝑥𝑝 can be obtained from Equation 3 by 
measuring 𝜂 for various infiltrating liquids with known refractive indexes. 
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7.1.4. Characterization results 
7.1.4.1. Polymer transmittance 
Figure 3 shows photographs of a NIP cylinder inside a quartz 
cuvette without liquid, filled with toluene and filled with chlorobenzene, 
respectively. It is seen that the air infiltrated medium is opaque, which 
is attributed to high optical scattering due to material porosity. As the 
refractive index of the infiltrating liquid is increased, the material 
transparency increases. Chlorobenzene infiltrated cylinder is highly 
transparent, indicating that the refractive index of chlorobenzene in the 
visible (1.52) closely matches that of the polymer matrix and that the 
optical absorption of the polymer is small. Chlorobenzene was 
subsequently removed by evaporation leading to the initially opaque 
material, making it reusable. This is a relatively simple and non-
destructive method to determine the refractive index of a bulk porous 
material. 
 
Figure 3. Photographs of a polymer cylinder inside a quartz cuvette. The porous 
polymer is filled with air (a), toluene (b) and chlorobenzene (c). The cylinder becomes 
transparent when the liquid refractive index matches that of the polymer matrix. 
The spectral attenuation coefficients (𝛼𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠) of the NIP filled with 
different liquids are plotted in Figure 4 a. The curves have been obtained 
by applying: 𝛼𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠 = −𝐿[ln(𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠/0.9216)] , where 𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠  is the 
measured spectral transmittance, 𝐿 (= 1 cm) is the optical path length 
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and the factor 0.9216 accounts for Fresnel reflections at the quartz 
cuvette walls. The attenuation curves are consistent with the eye 
observations shown in Figure 3. In a multiple-scattering media as our 
porous NIP, the unscattered transmitted light intensity increases as the 
index contrast between the matrix and the voids decreases.7 The 
infiltration of a transparent index matching liquid (chlorobenzene) 
minimizes scattering losses and reveals the polymer absorption 
coefficient in the visible, which equals 0.2 cm−1 at 632 nm. 
 
Figure 4. (a) Spectral attenuation coefficient of a 1 cm thick porous polymeric sample 
infiltrated with different liquids: chlorobenzene (blue line), toluene (green line), 
cyclohexane (red line) and ACN (black line). (b) Spectral transmittance of chlorobenzene 
(black line), toluene (red line), and porous polymer filled with chlorobenzene (blue line) 
and with toluene (green line). Inset: transmittance of chlorobenzene (C6H5Cl) and 
corresponding infiltrated polymer around the absorption band of chlorobenzene at 
𝜆1 = 868 nm. 𝜆2  is a liquid non-absorption wavelength. (For interpretation of the 
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the 
article). 
Figure 4 b shows the measured transmittances of chlorobenzene, 
toluene, chlorobenzene infiltrated NIP and toluene infiltrated NIP. 
Absorption bands at 868 nm and 876 nm for chlorobenzene and toluene, 
respectively, are observed.8 The infiltrated NIP also presents absorption 
bands at the same wavelengths as those of the corresponding liquids. 
Inset in Figure 4 b plots the transmittances of chlorobenzene and 
chlorobenzene infiltrated NIP around the liquid absorption peak at 𝜆1 
= 868 nm. The “depth” of the absorption band for the infiltrated NIP is 
smaller than that of pure chlorobenzene because of the smaller volume 
of liquid contained in the porous medium. Since chlorobenzene is an 
index matching liquid (i.e. scattering losses are negligible), the material 
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porosity can be estimated from Equation 1, resulting in 𝑥𝑝 = (50 ± 5)%, 
with the error arising from considering different non-absorbing 
wavelengths (𝜆2) around 𝜆1. 
It should be mentioned that a NIP, instead of a MIP, thick sample 
was employed for the spectrophotometric measurements to avoid the long 
template removal required for the preparation of a 1 cm thick MIP sample. 
Note that both NIP and MIP have the same composition and synthesis 
procedure and therefore should present similar optical properties. 
7.1.4.2. Polymer diffraction grating 
Figure 5 illustrates an AFM image and cross-section scan, and an 
optical microscope photograph (inset) of a MIP grating. Good array 
regularity was observed over the grating area (16 mm2). The grating 
filling factor (mesa to period ratio) is approximately 𝛤 = 1/2. The polymer 
grating thickness (𝑑𝑔 ) was measured to be 322 ± 13 nm (AFM cross-
section scan). 
 
Figure 5. AFM image and cross-section scan of a representative portion of a MIP 2D 
grating. Inset: optical microscope photograph of the micropatterned MIP film. 
Inset in Figure 6 a shows the measured far-field transmission 
diffraction pattern of a 2D MIP DG. It is seen that the diffracted beams 
are much weaker than the undiffracted beam, corroborating “thin 
grating” behavior. 
MIP for label-free integrated optical waveguide bio(mimetic)sensors 
218 
7.1.4.2.1. Refractive index and porosity 
Figure 6 a plots the square-root of the diffraction efficiency (𝜂1/2) 
versus the refractive index of various liquids (𝑛𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚) in which a MIP 
grating was immersed. A linear variation is observed, in agreement with 
Equation 3. The x-intercept of the best-fit straight line corresponds to 
the polymer matrix refractive index: 𝑛𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 = 1.516 ± 0.009, whereas the 
slope provides the material porosity. Insertion of the measured values of 
Γ  and 𝑑𝑔  in Equation 3 leads to 𝑥𝑝 = (47 ± 3)% . Similar values were 
obtained for NIP gratings, which indicates that the porosity of both, the 
imprinted and non-imprinted polymers, is mainly produced by the 
porogen agent (butyronitrile) – used in the synthesis of both polymers in 
the same amount –, the contribution of the recognition sites in the MIP 
being negligible. Also note that both, 𝑛𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 and 𝑥𝑝 are consistent with 
those obtained by spectrophotometry. 
 
Figure 6. (a) Square-root of diffraction efficiency versus liquid refractive index infiltrated 
in a MIP grating. Inset: far-field diffraction pattern of the MIP 2D-DG. (b) Relative 
diffraction efficiency of a MIP 2D-DG for different enrofloxacin (black square dots) and 
flumequine (red circle dots) concentrations in ACN:HEPES (0.1 M, pH 7.5) (50:50, v/v). 
(For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to 
the web version of the article). 
7.1.4.2.2. Molecule recognition 
Binding of target molecules by the MIP DG is expected to change 
𝑛𝑔𝑟𝑎𝑡𝑖𝑛𝑔 or/and 𝑑𝑔. This change can be attributed to different refractive 
indexes of the bound molecule as compared to that of the surrounding 
medium filling the film recognition sites or/and dimensional changes of 
the MIP matrix (swelling) produced by molecular binding. Previous 
Publicaciones científicas 
219 
works on refractometric photonic structures based on MIPs have 
suggested that a combination of both effects should be expected.9 
Figure 6 b shows the measured relative variation of the diffraction 
efficiency [𝜂𝑟𝑒𝑙 = (𝜂𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒 − 𝜂0)/𝜂0, where 𝜂𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒 and 𝜂0 are the diffraction 
efficiencies following exposure to analyte and before exposure, respectively] 
as a function of analyte concentration for a MIP 2D-DG exposed to 
ACN:HEPES (0.1 M, pH 7.5) (50:50, v/v) solutions of the template 
molecule (enrofloxacin) and the control molecule (flumequine). It is clear 
that the target molecule produces larger signal responses than the 
control molecule, demonstrating target recognition and good selectivity. 
For concentrations larger than 70 µM, the signal does not increase, 
which is attributed to complete filling of the recognition sites (saturation). 
Below saturation, the recognition signal may be fitted by a quadratic 
function, in agreement with our previous work.5 This suggests that 
analyte binding leads to a linear variation of the grating optical 
thickness, defined as the product 𝑑𝑔 ∙ Δ𝑛. 
The response (𝜂𝑟𝑒𝑙) of the analyzed MIP DG is smaller than that in 
reference 5. This is attributed to the higher concentration of crosslinker 
EDMA used in the MIP of this work. High polymer crosslinking results 
in highly robust films but reduces polymer swelling and therefore the 
signal response. Besides, excessive crosslinking makes difficult 
molecule diffusion into the MIP, resulting in long incubation times. 
Crosslinking degree must be optimized in future MIP developments to 
find a trade-off among sensitivity, film robustness and time response. 
7.1.5. MIP-based waveguide sensor design 
To design a MIP-based evanescent wave sensor, we used the 
material system Si3N4/SiO2 since it is able to provide high waveguide 
sensitivities at the operation wavelength 632.8 nm and it is compatible 
with conventional microelectronic processing techniques.10 
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7.1.5.1. Optical waveguide model 
We analyzed two waveguide sensor cross-section configurations, 
schematized in Figure 7, to consider separately the two effects that can 
be produced as a consequence of molecule binding by the MIP: variation 
of the MIP refractive index (Figure 7 a) and variation of the MIP layer 
thickness (Figure 7 b). Both waveguide structures are invariant along 
the direction of light propagation (z-axis) and consist of a Si3N4 strip 
(waveguide core) of thickness h and width w on a SiO2 bottom cladding 
layer. An infinite thick top sensing layer of MIP is considered in Figure 7 a, 
whereas in Figure 7 b, a flat MIP film of thickness t = 300 nm is assumed. 
The latter value was chosen on the basis of previous works on the 
deposition of MIP layers by spin-coating.2 The operation wavelength is 
632.8 nm. In both cases, the MIP sensing region was assumed to be 
infiltrated with ACN conforming to the molecular recognition experiments 
described in Section 7.1.4.2.2. The refractive indexes of Si3N4, SiO2 and 
MIP are 2.0, 1.457 and 𝑛𝑀𝐼𝑃 = 𝑥𝑝𝑛𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑 + (1 − 𝑥𝑝)𝑛𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥 = 0.45×1.34 + 
0.55×1.516 = 1.457, respectively. Optical absorptions of Si3N4 and SiO2 
are negligible. As demonstrated in Section 7.1.4.1., optical attenuation 
in the ACN filled polymer is dominated by optical scattering rather than 
material absorption. Thus, we used as the MIP absorption constant the 
attenuation coefficient measured for the ACN infiltrated polymer at 
632 nm, that is, 𝛼𝑀𝐼𝑃= 9 cm-1 (Figure 4 a). The liquid region in Figure 7 b, 
has the same properties as the liquid infiltrated into the MIP. 
 
Figure 7. Schematic cross-sections of Si3N4/SiO2 strip waveguides with (a) an infinite thick 
MIP sensing region and (b) a thin MIP sensing film, for 632.8 nm operation wavelength. 
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Waveguide refractive index and thickness sensitivities were defined 
as 𝑆𝑅𝐼 = (𝑑𝑛𝑒𝑓𝑓/𝑑𝑛𝑀𝐼𝑃) and 𝑆𝑡 = (𝑑𝑛𝑒𝑓𝑓/𝑑𝑡), respectively, where 𝑛𝑒𝑓𝑓 is the 
effective refractive index of the waveguide. To calculate 𝑆𝑅𝐼, 𝑛𝑀𝐼𝑃 variations 
from 0 to 10−3 with a variation step of 2·10−4 were considered. For the 
calculation of 𝑆𝑡, we employed t variations in the range of 0 nm to 50 nm 
with a variation step of 5 nm. 
The device was modeled by using semi-vectorial finite-difference 
beam propagation method (SV-FD-BPM).11 A commercial photonic design 
software package from Rsoft was employed for the simulations.12 The 
minimum computation grid size along both 𝑥-axis and 𝑦-axis was Δ𝑥 =
Δ𝑦 = 5 nm, and the simulation domain was 𝑥 ∈ [−2 µm, 2 µm] and 𝑦 ∈ 
[−2 µm, 2 µm] with transparent boundary conditions.13 
7.1.5.2. Simulation results 
The calculated sensitivities were found to be constant within the 
analyzed ranges for both, 𝑛𝑀𝐼𝑃  and t variations. Only those core 
dimensions supporting the fundamental optical mode at the operation 
wavelength were considered. 
Figure 8 shows the calculated refractive index sensitivities (𝑆𝑅𝐼) for 
the quasi-TE (transverse electric: main electric field along the 𝑥-axis) 
and quasi-TM (transverse magnetic: main electric field along the 𝑦-axis) 
polarization modes, respectively, for Figure 7 a configuration as a 
function of the waveguide core dimensions. In general, it is seen that 
the sensitivities for the quasi-TM case are higher than those for the 
quasi-TE for the same dimensions. This is due to a higher overlap 
between the optical mode and the MIP sensing layer in the former. Both 
graphs also show that the sensitivity values are less sensitive to core 
width variations as h decreases. This is important from a fabrication 
point of view since waveguide thickness is typically better controlled 
and reproducible (by means of, for example, low-pressure chemical 
vapor deposition of Si3N4) than waveguide width (which is usually 
defined by lithography and etching processes). Therefore, high 
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fabrication tolerance to waveguide width variations is desirable. A good 
trade-off between high sensitivity and high width tolerance is found for 
h ∈ [60 nm, 80 nm] and quasi-TM polarization. 
 
Figure 8. Calculated MIP refractive index sensitivity for the waveguide configuration of 
Figure 7 a for the quasi-TE (a) and quasi-TM (b) polarizations and different strip 
dimensions. All geometries exhibit single mode operation at a wavelength of 632.8 nm. 
The calculated waveguide propagation losses for Figure 7 a 
configuration exhibit similar dimension dependence as 𝑆𝑅𝐼 . This is 
expected since both parameters are proportional to the percentage of 
optical mode overlapping the MIP lossy sensing region. In particular, the 
propagation losses for h ∈ [60 nm, 80 nm] and quasi-TM polarization, 
were calculated to be in the range of 11.1 dB/cm to 14.5 dB/cm. These 
values are acceptable to implement integrated waveguide biochemical 
sensors as, for example, ring resonators.14 
In Figures 9 a and b, the calculated thickness sensitivities (𝑆𝑡) for 
the quasi-TE and quasi-TM polarization modes, respectively, as a 
function of the waveguide core dimensions are plotted. Quasi-TM 
polarization leads to higher 𝑆𝑡 and low width sensitivity. In this case, 
thicker cores (h = 120 nm and h = 100 nm) provide higher 𝑆𝑡, although 
core widths smaller than 700 nm are required. This may increase the 
fabrication cost and reproducibility due to the need of employing sub-
micron lithography tools. Thinner core thicknesses (h = 80 nm and h = 
60 nm) result in slightly lower 𝑆𝑡, but wider (>1 µm) cores are allowed 
with high width tolerance. The latter should enable to use low-cost 
photolithography and to improve fabrication yield. 
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Figure 9. Calculated MIP thickness sensitivity for the waveguide configuration of Figure 
7 b for the quasi-TE (a) and quasi-TM (b) polarizations and different strip dimensions. All 
geometries exhibit single mode operation at a wavelength of 632.8 nm. 
According to these results, since a combined effect of both, refractive 
index change and thickness variation is expected, we can conclude that 
Figure 7 b configuration with a core thickness h ∈ [60 nm, 80 nm] and 
width ∼ 1 µm for quasi-TM operation meets the design requirements for 
implementing high performance, robust, and low-cost integrated optical 
sensors based on our MIP sensing material. 
7.1.6. Summary 
We have proposed an integrated optical waveguide sensor based 
on a MIP for label-free antibiotic detection. The porous polymeric material, 
infiltrated with different liquids, has been optically characterized to 
determine its refractive index and optical absorption. Visible/near-
infrared spectrophotometry and diffraction efficiency measurement of 
polymer DGs provide similar results for the polymer refractive index (≈ 
1.52) and material porosity (≈ 50%). Spectrophotometric measurements 
indicate that optical scattering dominates as the index contrast between 
the infiltrating liquid and the polymeric matrix increases. Infiltration of 
an index matching liquid (chlorobenzene) reduces scattering losses 
revealing the polymer optical losses (0.2 cm−1 at 632 nm). MIP capability 
to selectively recognize target molecules (enrofloxacin) has been 
demonstrated via polymer DG characterization. Molecule recognition is 
manifested as an increase of the grating optical thickness, which can be 
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due to a variation of the polymer refractive index, an increase of the 
grating thickness or a combination of both. Based on the measured 
optical parameters, a Si3N4/SiO2 strip waveguide sensor based on our 
biomimetic polymer has been designed by using numerical modeling. 
Waveguide dimensions have been determined to provide high sensitivity 
and low-cost fabrication. MIP characterization and device simulation 
results support the feasibility of the proposed sensor for the 
implementation of MIP-based label-free integrated optical sensor systems. 
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Appendix A 
The transmission function τ(x, y) inside a grating period can be 
expressed as: 
Equation 4.    𝜏(𝑥, 𝑦) = 𝑒𝑥𝑝 [𝑖
2𝜋𝑑𝑔
𝜆
𝑛𝑥(𝑥)𝑛𝑦(𝑦)] 
with 
Equation 5.    𝑛𝑥(𝑥) = √𝛥𝑛𝑟𝑒𝑐𝑡 (
𝑥
𝛤𝑥𝛬𝑥
) 
Equation 6.    𝑛𝑥(𝑦) = √𝛥𝑛𝑟𝑒𝑐𝑡 (
𝑦
𝛤𝑦𝛬𝑦
) 
For a square grating: 𝛬𝑥 = 𝛬𝑦 ≡ 𝛬 and 𝛤𝑥 = 𝛤𝑦 ≡ 𝛤, applying Equation 
2, the (1,0)th diffraction order efficiency (𝜂1,0 ≡ 𝜂) becomes: 
Equation 7. √𝜂 = |
1
𝛬2
∫ ∫ 𝑒𝑥𝑝 [𝑖
2𝜋𝑑𝑔
𝜆
𝑛𝑥(𝑥)𝑛𝑦(𝑦)] 𝑒𝑥𝑝 (−𝑖
2𝜋𝑥
𝛬
) 𝑑𝑦𝑑𝑥
𝛬
0
𝛬
0
| =  
|
1
𝛬2
∫ 𝐹(𝑥)𝑑𝑥
𝛬
0
| 
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where 
Equation 8. 𝐹(𝑥) = ∫ 𝑒𝑥𝑝 [𝑖
2𝜋𝑑𝑔
𝜆
𝑛𝑥(𝑥)𝑛𝑦(𝑦)] 𝑒𝑥𝑝 (−𝑖
2𝜋𝑥
𝛬
) 𝑑𝑦 =
𝛬
0
 
𝛤𝛬𝑒𝑥𝑝[𝑖𝜙𝑛𝑥(𝑥)]𝑒𝑥𝑝 (−𝑖
2𝜋𝑥
𝛬
) + 𝛬(1 − 𝛤)𝑒𝑥𝑝 (−𝑖
2𝜋𝑥
𝛬
) 
where 𝜙 = 2𝜋𝑑𝑔Δ𝑛/𝜆. Solving Equation 7, 
Equation 9.  √𝜂 =
𝛤
2𝜋
|√2[1 − 𝑐𝑜𝑠(2𝜋𝛤)]| |√2(1 − 𝑐𝑜𝑠 𝜙)| = 
𝛤
2𝜋
|√2[1 − 𝑐𝑜𝑠(2𝜋𝛤)]| 𝑠𝑖𝑛 (
𝜙
2
) 
References 
1. K. Haupt, Nature Biotechnology, 2002, 20, 884-885. 
2. S. Guillon, R. Lemaire, A. V. Linares, K. Haupt and C. Ayela, Lab on a 
Chip, 2009, 9, 2987-2991. 
3. C. S. Burke, O. Stránik, H. M. McEvoy and B. D. MacCraith, in Optical 
Chemical Sensors, eds. F. Baldini, A. N. Chester, J. Homola and S. 
Martellucci, Springer Netherlands, 2006, pp. 193-215. 
4. N. R. Walker, M. J. Linman, M. M. Timmers, S. L. Dean, C. M. Burkett, 
J. A. Lloyd, J. D. Keelor, B. M. Baughman and P. L. Edmiston, 
Analytica Chimica Acta, 2007, 593, 82-91. 
5. C. A. Barrios, C. Zhenhe, F. Navarro-Villoslada, D. López-Romero and M. 
C. Moreno-Bondi, Biosensors and Bioelectronics, 2011, 26, 2801-2804. 
6. T. K. Gaylord and M. G. Moharam, Proceedings of the IEEE, 1985, 73, 
894-937. 
7. G. Mie, Annalen der Physik, 1908, 330, 377-445. 
8. J. W. Ellis, Physical Review, 1928, 32, 906-912. 
9. Y. J. Zhao, X. W. Zhao, J. Hu, J. Li, W. Y. Xu and Z. Z. Gu, Angewandte 
Chemie International Edition, 2009, 48, 7350-7352. 
10. F. J. Blanco, M. Agirregabiria, J. Berganzo, K. Mayora, J. Elizalde, A. 
Calle, C. Dominguez and L. M. Lechuga, Journal of Micromechanics and 
Microengineering, 2006, 16, 1006. 
11. R. Scarmozzino, A. Gopinath, R. Pregla and S. Helfert, IEEE Journal of 
Selected Topics in Quantum Electronics, 2000, 6, 150-162. 
12. http://www.rsoftdesign.com, Rsoft Design Group, Inc. 
13. G. R. Hadley, Optics Letters, 1991, 16, 624-626. 
14. C. A. Barrios, K. B. Gylfason, B. Sánchez, A. Griol, H. Sohlström, M. 
Holgado and R. Casquel, Optics Letters, 2007, 32, 3080-3082. 
 
Publicaciones científicas 
227 
7.2. Fabrication of luminescent nanostructures by 
electron-beam direct writing of PMMA resist 
 Este trabajo constituye la primera parte de una trilogía de artículos 
en los que se emplea la escritura litográfica directa por haz de electrones 
(EBL) para la obtención de polímeros nanoestructurados. 
 En esta publicación se empleó un polímero comercial con base de 
metacrilato de metilo, irradiando a altas dosis electrónicas y actuando 
como resina negativa, es decir, la resina depositada sobre un substrato 
de silicio mediante la técnica de spin-coating es bombardeada con 
electrones de alta energía, provocando cambios químicos en las regiones 
de impacto que promueven la subsistencia del polímero en estas zonas, 
tras su revelado. 
 La gran novedad de este trabajo radica en la observación de un 
fenómeno físico luminiscente cuando la resina escrita fue irradiada con 
luz UV-Vis, evento solo observado hasta el momento en resinas cuya 
composición se basa en moléculas orgánicas con estructura cíclica o 
aromática, encontrando una relación lineal entre la intensidad de 
emisión y la dosis electrónica empleada para su escritura. Los patrones 
generados fueron caracterizados mediante microscopía de fluorescencia 
y las variaciones estructurales que sucedían en la resina fueron 
monitorizadas mediante espectroscopia Raman. 
 Las etapas de las que consta este trabajo son las que se enumeran 
a continuación: 
1. Síntesis de los motivos poliméricos mediante EBL. 
2. Caracterización espectroscópica mediante microscopía de 
fluorescencia. 
3. Evaluación de los cambios químicos de la resina mediante 
espectroscopia Raman. 
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Abstract 
We report on the conversion of non-luminescent conventional 
poly(methylmethacrylate) (PMMA)-based electron-beam resists into 
luminescent materials when used as negative-tone resists, that is, when 
exposed to high electron irradiation doses. Raman spectroscopy reveals 
the chemical transformation induced by electron irradiation which is 
responsible for the observed luminescence in the visible (blue) region. 
The emission intensity from exposed PMMA-based patterns can be 
controlled by the electron irradiation dose employed to create them. 
7.2.1. Introduction 
Uses of luminescent nanostructures for photonic, chemical, and 
biological applications are numerous. Fluorescent nanoparticles are 
widely employed for biological assays1 and chemical sensors;2 light-
emitting nanowires are appealing elements for implementing novel 
nanophotonic devices; and luminescent nanoﬁlms are being developed 
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as ﬂexible functional coating materials for security, labeling3 and 
sensing purposes.4 
Non-emissive (passive) materials can be used to create luminescent 
nanostructures by incorporating ﬂuorescent additives (dopants), such 
as dyes and quantum dots, and subsequent nanopatterning, 
demanding at least two fabrication steps. A different approach to 
produce luminescent organic nanoarchitectures, requiring just one 
processing step, was demonstrated by Lee et al.5 These authors used 
electron-beam direct writing lithography (EBL) in a polystyrene (PS) ﬁlm 
to convert the initially non-luminescent PS material into a luminescent 
organic material, while patterning the polymer to form nanostructures. 
EBL is the most popular nanolithography technique and 
poly(methylmethacrylate) (PMMA) and its derivatives, such as PMMA–
methacrylic acid (MA) copolymer, are the most widely used polymeric 
EBL resists due to their high resolution, stability, excellent adhesion to 
substrates, and compatibility with other processing steps. In most 
applications, PMMA-based resists are used as positive (i.e., the 
irradiated regions are developed) resists, requiring low electron dose 
(80–100 mC/cm2) to be removed. However, it is well known that PMMA 
can be transformed into a negative resist (i.e., the irradiated regions are 
retained) at high electron dose, offering ultrahigh-resolution (sub-10 nm 
half pitch).6 This behavior, due to its simple realization, has applications 
in making masks,7 mechanical building blocks,8 and dielectric layers or 
gaps.9 
In this paper, we describe and study a novel use of (negative) 
PMMA based resists: the straightforward (one-step) fabrication of 
luminescent organic nanopatterns by EBL. Raman spectroscopy is used 
to analyze the effect of electron irradiation and its relation with the 
observed photoluminescence (PL). Three aspects make this work 
particularly relevant as compared to that of PS:5 (i) PMMA has no 
aromatic rings (unlike PS), which makes its transformation into a 
luminescent material particularly remarkable; (ii) the observation of this 
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effect on the most used polymeric EBL resist (the use of polystyrene as 
an e-beam resist is incidental) extends its potential applications and 
integration capabilities signiﬁcantly; and (iii) the dual- behavior of 
PMMA allows technologists to design and fabricate a wide range of 
nanostructures by controlling only the writing electronic dose. 
7.2.2. Experimental 
PMMA (950k molecular weight, in chlorobenzene) and PMMA/MA 
(in 2-methoxy-ethanol) from Allresist GmbH (Am Biotop 14, 15344 
Strausberg, Germany) were used for EBL exposures. (500710) nm thick 
PMMA and (300710) nm thick PMMA/MA resist layers were spin-coated 
on Si substrates. After spin-coating, the samples were baked on a hot 
plate at 160 ºC for 2 min. Then, arrays of 50 x 50 mm2 solid squares 
with dose ranging from 7 to 25 mC/cm2 and line grids (pitch = 500 nm) 
with dose ranging from 100 to 200 nC/cm were written by a CRESTEC 
CABL-9500C EBL system (accelerating voltage = 50 kV and beam 
current = 1 nA). After EBL exposure, the samples were developed in 
IPA:MIBK (AR 600–55 from Allresist GmbH) at room temperature for 
2 min, rinsed in IPA and dried with N2. The height of the solid squares 
after development was measured by a surface proﬁler (KLA Tencor 
Alpha-Step IQ). 
The surface morphology of the grids was characterized by an 
atomic force microscope (AFM) (Digital Instruments MultiMode Scanning 
Probe Microscope Model MMAFM-2) and a Leica Leitz DMRX optical 
microscope. 
PL images were measured at room temperature by a confocal 
ﬂuorescence microscope (Olympus X51, Japan). A Hg–Xe lamp was used 
as the excitation source with a 405 nm interferential excitation ﬁlter, a 
414 nm dichroic mirror and a 425 nm cut-off ﬁlter. The microscope was 
coupled to a FluoroMax 4 (Horiba Scientiﬁc, NJ USA) spectroﬂuorometer 
to collect the emission spectra (slit width 8 nm) of the exposed resist 
patterns. 
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Raman spectra were recorded at room temperature with a Renishaw 
in Via Raman Microscope spectrometer equipped with a laser beam 
emitting at 532 nm and 5 mW output power. The photons scattered by 
the sample were dispersed by a 1800 lines/mm grating monochromator 
and simultaneously collected on a CCD camera; the collection optics was 
set at 50x objective. Accurate calibration was carried out by checking 
the Rayleigh band and Si band at 0 and 520.7 cm-1, respectively. 
7.2.3. Results and discussion 
Figure 1 a and b show bright ﬁeld optical microscope images of 
PMMA and PMMA/MA squares, respectively, exposed to various electron 
irradiation doses. EBL proximity effect is clearly observed: trenches 
around the squares were removed (positive resist behavior) due to the 
scattered low electronic dose. 
 
Figure 1. Optical microscope photographs of arrays of 50 x 50 mm2 PMMA (a) and 
PMMA/MA (b) resist squares irradiated with various electron doses. Dose increases in 
clockwise direction from 7 mC/cm2 (bottom right) to 25 mC/cm2 (top right) in steps of 
2 mC/cm2. PL images of the PMMA (c) and PMMA/MA (d) squares at room temperature 
(λex = 405 nm). 
The thickness of the squares as a function of electron irradiation 
dose (i.e., contrast curve) is depicted in Figure 2. Resist contrast (𝛾) is 
deﬁned as 𝛾 = [log(𝐷100/𝐷0)]
−1 where 𝐷0 (threshold dose) and 𝐷100 are the 
intersection values of the line with the highest slope with the zero and 
full resist thickness lines, respectively. The contrast values for PMMA 
and PMMA/MA were found to be 𝛾𝑃𝑀𝑀𝐴 = 4.4 and 𝛾𝑃𝑀𝑀𝐴/𝑀𝐴 = 3.1, whereas 
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the threshold doses for PMMA and PMMA/MA were 𝐷0
𝑃𝑀𝑀𝐴 = 6.2 mC/cm2 
and 𝐷0
𝑃𝑀𝑀𝐴 = 4.9 mC/cm2, respectively. These values are in agreement 
with those reported by other authors.6 
 
Figure 2. Remaining thickness of the exposed PMMA (square dots) and PMMA/MA 
(circle dots) after development versus electron dose. 
Figure 1 c and d show ﬂuorescence microscopy images 
corresponding to Figure 1 a and b, respectively. Both, PMMA and 
PMMA/MA irradiated resist squares exhibit signiﬁcant visible PL, while no 
luminescence from the unexposed resist regions is observed. Figure 3 a 
shows the emission spectra for the PMMA irradiated resist squares.  
 
Figure 3. (a) Photoluminescence spectra of e-beam exposed PMMA squares for several 
doses. (b) Variation of the emission intensity signal as a function of the electron dose. 
The PL peaks are centered at ~ 485 nm and their intensities 
increase approximately linearly with the dose (Figure 3 b). Neither 
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signiﬁcant red-shift of the peak spectrum nor an increase of the full 
width at half maximum (FWHM) with the increment of the dose was 
observed. This is in contrast to the reported results on irradiated PS,5 
which were attributed to an increment in the average cluster size of 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) generated by electron irradiation, 
suggesting a different PL origin for the PMMA patterns. 
 
Figure 4. Raman spectra of unexposed PMMA and e-beam exposed PMMA squares for 
several doses (inset). 
Figure 4 shows the Raman spectra of the unexposed PMMA and 
exposed PMMA resist squares in the spectral region 1200–2000 cm-1. 
The experimental spectra contain a broad structureless background 
corresponding to the contribution of photoluminescence, which increases 
with the increment of the dose. The new band around 1636 cm-1 
developed upon electron dosing conﬁrms the presence of C=C bonds.10 
Visible PL shown by organic materials is typically related to the 
existence of conjugated double bonds in the form of oleﬁnic chains or 
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aromatic rings. Since the dose-dependent PL spectral behavior of the 
irradiated PMMA resist differs from that of the irradiated PS and no 
aromatic C–H stretching vibrations are detected, we attribute the origin 
of the PL of the exposed PMMA resist to the formation of oleﬁnic chains 
rather than PAH generation. 
Luminescent nanopatterns from both PMMA and PMMA/MA resists 
were prepared through EBL. In particular, resist grids were created by 
electron-beam writing of two overlapping perpendicular line arrays 
(pitch = 500 nm). Figure 5 a shows an AFM image and an optical 
microscope photograph (inset) of a representative portion of a PMMA grid, 
whereas Figure 5 b and c show bright ﬁeld and ﬂuorescence microscope 
images, respectively, of six PMMA grids created at various electronic 
doses. Both, PMMA and PMMA/MA nanopatterns, showed signiﬁcant 
luminescence, their intensity being linearly correlated with the electron 
irradiation dose. To our knowledge, this is the ﬁrst reported demonstration 
of PL emission from an electron-irradiated PMMA EBL resist. 
 
Figure 5. (a) AFM image of a representative portion of an EBL-nanopatterned PMMA 
grid. Inset: microscope photograph of the 2D line grating. (b) Optical microscope 
photograph of an array of 50 x 50 mm2 PMMA resist grids produced by different electron 
doses. Dose increases in clockwise direction from 100 nC/cm (bottom right) to 
200 nC/cm (top right) in steps of 20 nC/cm. (c) PL image of the PMMA grids at room 
temperature (λex = 405 nm). 
We have presented PL blue emission from conventional PMMA 
and PMMA/MA resists when operated as negative-tone EBL resists. 
Raman spectroscopy measurements point to the formation of oleﬁnic 
chains as the origin of the observed PL. The emitted light intensity 
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correlates linearly with the electron irradiation dose used to create the 
patterns. This work demonstrates a straightforward (one-step) method 
to fabricate arbitrary light-emitting organic nanopatterns on chips 
based on the most employed nanolithography technique, EBL, and the 
most popular EBL resist. Potential applications of negative PMMA resist-
based organic nanostructures include integration of light sources in 
photonic and optoﬂuidic chips and fabrication of nanometer scale markers 
for ﬂuorescent microscopy, security issues and biochemical sensing. 
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7.3. Ultrasensitive non-chemically amplified low-contrast 
negative electron beam lithography resist with dual-tone 
behaviour 
 Continuando con el estudio anterior (apartado 7.2.), se planteó la 
posibilidad de preparar de forma sintética un copolímero lineal que 
pudiera ser entrecruzado por la acción de un haz de electrones, tal y como 
sucede con las resinas comerciales obtenidas mediante la litografía EBL. 
 Para ello, se preparó una resina de base metacrílica a partir de dos 
monómeros, uno de los cuales fue posteriormente derivatizado con objeto 
de introducir dobles enlaces en la estructura y favorecer el 
autoentrecruzamiento entre distintas cadenas. El copolímero preparado 
no solo mostró características luminiscentes similares a las descritas 
para las resinas comerciales en el trabajo anterior, sino que igualmente 
podía ser escrito por técnicas de litografía EBL. Además, la resina 
presentaba la capacidad de ser negativa o positiva en función de la dosis 
electrónica empleada, mostrando una sensibilidad a la radiación de 
varios órdenes de magnitud superior con respecto a las resinas 
comerciales, sin la necesidad de añadir amplificadores químicos. 
 El copolímero fue caracterizado como resina de litografía EBL, 
determinándose su contraste, sensibilidad y resolución, entre otros 
parámetros. También se llevó a cabo su caracterización química mediante 
resonancia magnética nuclear de protón (1H-RMN), espectroscopia de 
fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS) y microscopía de fluorescencia 
(MFL). 
 Las etapas del trabajo son, por tanto, las siguientes: 
1. Síntesis y funcionalización del copolímero lineal. 
2. Caracterización del copolímero como resina de EBL. 
3. Síntesis de los motivos poliméricos mediante EBL. 
4. Caracterización química del polímero escrito. 
 
Publicaciones científicas 
239 
 
aInstituto de Sistemas Optoelectrónicos y Microtecnología (ISOM), ETSI Telecomunicación, Universidad Politécnica de Madrid, 
CEI-Moncloa, 28040 Madrid, Spain. E-mail: carlos.angulo.barrios@upm.es 
bOptochemical Sensors and Applied Photochemistry Group (GSOLFA), Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, 
Universidad Complutense, CEI-Moncloa, 28040 Madrid, Spain. E-mail: mcmbondi@quim.ucm.es 
cInstituto de Catálisis y Petroleoquímica (ICP), CSIC, Cantoblanco, 28040 Madrid, Spain 
† These two authors contributed equally to this work. 
Reproduced from: 
Journal of Materials Chemistry C 2013, 1 (7), 1392-1398 
Copyright © 2013, with permission from The Royal Society of Chemistry 
 
Abstract 
A non-chemically ampliﬁed negative-tone electron-beam resist 
with an extremely high sensitivity is presented in this work. The resist, 
poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-2-methacrylamidoethyl methacrylate) 
(P(HEMA-co-MAAEMA)), has been synthesized using free radical 
polymerization of 2-hydroxyethyl methacrylate and 2-aminoethyl 
methacrylate, and exhibits a crosslinking threshold dose as low as 
0.5 mC·cm-2. Exposed resist patterns show good adherence to silicon 
substrates without the assistance of adhesion promoters or thermal 
treatments and are shown to be adequate for use as a mask for both 
wet and dry etching of Si. A low contrast value of 1.2 has been measured, 
indicating that the synthesized polymeric mixture is particularly suitable 
for achieving grey (3D) lithography. Other relevant properties of the 
new e-beam resist are optical transparency, visible photoluminescence 
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when crosslinked at low electronic doses, and dose-dependent dual-
tone behaviour. 
7.3.1. Introduction 
Electron-beam lithography (EBL) is a well-known and powerful 
tool for top-down nanofabrication approaches.1,2,3 As compared to other 
nanolithography techniques, EBL can generate arbitrary patterns 
without the need of fabricating a mould, as required for nanoimprint 
lithography (NIL),4,5,6 and can achieve faster writing than focused ion 
beam lithography (FIB) without ion contamination.7,8,9,10 However, EBL 
has some disadvantages for mass production like a high cost and a low 
processing speed. Highly sensitive resists are therefore desirable for 
EBL as they reduce the writing process time considerably. 
Positive-tone resists are typically used for EBL, mainly because of 
the availability of the benchmark resist poly(methyl methacrylate) (PMMA). 
However, for some applications, such as the fabrication of permanent 
polymeric nanostructures for microfluidics11 and integrated optics,12,13 
negative resists are required. Table 1 shows relevant properties of 
some of the most popular commercially available EBL negative-tone 
resists.14,15,16,17 
Table 1. Relevant properties of negative-tone EBL resists ordered by decreasing 
sensitivity. 
 
Sensitivity 
(µC·cm-2)a 
Contrast 
Resolution 
(nm) 
CAR 
Baking 
steps 
Optimized 
process 
HSQ14 5500-25000 2.2 2-10 No Yes Yes 
ma-N 240015 60-160 1.7-2.8 <30 No Yes Yes 
AR-N 772016 50 Near 1 40-100 Yes Yes Yes 
AR-N 7500 
series16 
25-50 >5 <30 No Yes Yes 
AR-N 770016 8 >5 40-100 Yes Yes Yes 
mr-EBL 
600015 
2-20 0.7 6-10 Yes Yes Yes 
SU-817 1-20 0.7-1.7 <30 Yes Yes Yes 
P(HEMA-co-
MAAEMA)b 
0.5 1.2 100-200 No No No 
a crosslinked threshold dose; b corresponding to this work. 
The highest sensitivities are exhibited by chemically amplified 
resists (CARs). These contain a photoacid generator (PAG) which is 
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generated by irradiation and acts as a catalyst of a crosslinking process. 
Subsequent heating of the polymer activates crosslinking and regenerates 
the acid catalyst. As a consequence, the sensitivity of CARs is significantly 
enhanced. However, this mechanism also increases both the resist and 
processing costs, adds an extra, time-consuming processing step, and 
the diﬀusion of the PAG species may limit the resolution. Examples of 
popular CARs are MicroChem SU-8, which is widely used,18,19 and mr-
EBL 6000, which have crosslinking threshold doses ranging between 1 
and 4 µC·cm-2. 
In this work, we present a highly sensitive non-chemically amplified 
negative EBL resist, consisting of poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-
2-methacrylamidoethyl methacrylate) (P(HEMA-co-MAAEMA)), prepared 
by free radical polymerization of 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) 
and 2-aminoethyl methacrylate (AEM). High sensitivity to electron 
irradiation is induced by introducing in the polymer chain pendant 
cross-linkable functionalities to favour polymerization at lower radiation 
doses. Resist composition is analyzed by 1H-NMR spectroscopy and X-
ray photoelectron spectroscopy (XPS). Key resist processing parameters – 
sensitivity, resolution and contrast – and its suitability to be used as a 
mask for wet and dry etching of Si are determined. Resist optical 
characteristics, namely spectral transmittance, refractive index and 
photoluminescence (PL), are also reported. Finally, fabrication of 3D 
structures is demonstrated by using the synthesized resist. 
7.3.2. Experimental 
7.3.2.1. Resist preparation 
7.3.2.1.1. Materials and instruments 
2-Hydroxyethyl methacrylate (HEMA; 97% from Acros Organics) 
was purified by chromatography immediately before use with an 
inhibitor-remover from Aldrich. 2-Aminoethyl methacrylate (AEM), 90%, 
and N-methacryloyloxy succinimide (MAOS) were purchased from 
Aldrich and ABCR, respectively. Radical initiator, 2,2’-azobis(2,4-
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dimethylvaleronitrile) (ABDV), was from Wako and was purified by 
recrystallization from cold (-20 ºC) absolute ethanol. 
Methanol (MeOH) and dimethylformamide (DMF), HPLC grade, 
were purchased from SDS. Acetone, HPLC grade, and diethyl ether were 
from Panreac. Triethylamine (TEA), for peptide synthesis, was from 
Fischer Scientific. Water was purified using a Milli-Q system (Millipore). 
1H-NMR spectra were collected on a Bruker Avance DPX 300 MHz 
using d6-DMSO as a solvent and tetramethylsilane (TMS) as an internal 
standard. 
Molecular weight (Mw), number average molecular weight (Mn), 
and polydispersity (Mw/Mn) were determined by gel permeation 
chromatography (GPC) using a Perkin-Elmer chromatograph with an 
isocratic pump (250 series) connected to a diﬀerential refractometric 
detector (200 series). Three resin columns (PL-gel, 500, 104 and 105 nm 
pore size) (Polymer Laboratories) were connected in series to elute the 
samples (concentration 1 mg·mL-1). DMF containing 0.1% (v/v) of LiBr 
was used as the mobile phase at a flow rate of 0.3 mL·min-1. 
Monodispersive poly(methyl methacrylate) standards in the range of 
10.3 – 480 kDa (Polymer Laboratories) were used for GPC calibration. 
The measurements were carried out at 70 ºC. 
7.3.2.1.2. Preparation of the copolymer poly(2-hydroxyethyl methacrylate-
co-2-aminoethyl methacrylate) (P(HEMA-co-AEM)) 
P(HEMA-co-AEM) copolymer was prepared by free radical poly-
merization.20 HEMA (3 mL, 24.7 mmol) and AEM (516 mg, 3.1 mmol) 
were dissolved, by magnetic stirring, in a mixture of 18.0 mL of methanol 
and 2.0 mL of Milli-Q water prior to the addition of 75 mg ABDV (0.3 
mmol). After purging for 20 min with argon, the mixture was stirred at 
60 ºC for 24 h after which it was cooled down and the resulting 
copolymer was precipitated into acetone. The solid was successively 
washed with acetone (200 mL, 3 times) and diethyl ether (200 mL, 2 
Publicaciones científicas 
243 
times), centrifuged and dried under vacuum to give purified polymer 
(yield: 3.45 g, 92%). 
7.3.2.1.3. Preparation of poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-2-methacryl 
amidoethyl methacrylate) (P(HEMA-co-MAAEMA)) 
P(HEMA-co-AEM) (3.45 mg) was dissolved with stirring in DMF at 
room temperature and then 500 mg of MAOS (2.7 mmol) was added. The 
mixture was purged with argon for 20 min prior to the addition of 1 mL 
of TEA dropwise. The reaction mixture was stirred at room temperature 
for 12 h. The obtained copolymer was isolated by precipitation into 
water, and the resulting solid was washed with water (200 mL, 3 times) 
and acetone (200 mL, 2 times) and dissolved in methanol (50 mL) for 
storage. The reaction scheme is shown in Figure 1. 
1H-NMR (300 MHz, d6-DMSO) δ (ppm): 6.0 and 5.6 (s, CH2=C), 4.9 
(s, br, –OH), 4.3 (s, br, –CH2–). 
 
Figure 1. Synthesis of the P(HEMA-co-MAAEMA) resist. 
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7.3.2.2. Sample processing and characterization 
The P(HEMA-co-MAAEMA) mixture was spun on (100) Si substrates 
at 5000 rpm. Silicon substrates were previously cleaned using piranha 
solution (H2SO4 96% + H2O2 30% 3:1 at 130 ºC for 10 min) and 
hydrofluoric acid (HF) 40% to remove native SiO2. Different thicknesses 
of P(HEMA-co-MAAEMA) films, ranging from 50 nm to 1.5 µm, were 
obtained by varying the copolymer concentration in methanol. 
The EBL process was performed with a Crestec CABL-9000C system 
at an acceleration voltage of 50 keV and beam currents of 10 pA and 
100 pA for 2D and 1D exposed features, respectively. For resist 
characterization (contrast curve and chemical resistance), arrays of 
5 x 5 µm2, 20 x 50 µm2 and 50 x 100 µm2 rectangles were exposed to 
incremental doses between 0.1 and 70 µC·cm-2. Line patterns with 
incremental separation and doses ranging from 5 to 500 pC·cm-1 were 
used for resolution tests. After the writing process, the samples were 
immediately developed in methanol for 1 minute at room temperature, 
and then dried using N2 blow. 
Mesas were fabricated on Si substrates by dry and wet etching 
using P(HEMA-co-MAAEMA) resist rectangular patterns as a mask. Dry 
etching was carried out by reactive ion etching (RIE) conducted in a 
Plasmalab µ80 system with sulfur hexafluoride (SF6) as a reactive gas 
(flow = 26 sccm) and a RF power of 107 W. The wet etching process was 
done using a mixture of HF, nitric acid (HNO3) and glacial acetic acid 
(AcOH) with the following composition (HNA solution): 5.5 mL AcOH 
100% + 3.5 mL HNO3 65% + 2 mL HF 40%. After etching with the HNA 
solution, the samples were rinsed with deionized water and isopropanol, 
and dried with N2 flow. 
Morphological characterization of the fabricated structures was 
achieved by a Leica Leitz DMRX optical microscope with magnification 
ranging from 2.5x to 1000x, and a Digital Instruments MultiMode 
Scanning Probe Microscope Model MMAFM-2 Atomic Force Microscope 
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(AFM) equipped with Veeco probes made of 0.01 – 0.025 Ω·cm antimony 
(n) doped Si, using tapping mode. Resist thickness measurements were 
acquired with an Alpha-Step IQ profiler at 20 µm·s-1 scanning speed, 
whereas Si mesa heights were recorded with an Ambios Xi-100 3D surface 
profiler and optical interferometer using either 10x or 50x magnification. 
XPS measurements were performed using a VG Escalab 200R 
spectrometer equipped with a hemispherical electron analyser and an 
MgKα (ℎ𝜈 = 1254.6 eV, 1 eV = 1.6302·10-19 J) X-ray source, powered at 
120 W. The kinetic energies of photoelectrons were measured using a 
hemispherical electron analyser working in the constant pass energy 
mode. Binding energies were calibrated relative to the C1s peak at 
284.9 eV. High resolution spectral envelopes were obtained by curve 
fitting synthetic peak components using the software “XPS peak”.21 
Symmetric Gaussian-Lorentzian functions were used to approximate 
the line shapes of the fitting components. 
Optical characterization was performed employing a Filmetrics 
Thin-Film Analyzer F20 with a Hamamatsu L10290 UV-VIS Fiber Light 
Source to measure the resist refractive index and a Jasco V-650 UV-VIS 
Spectrophotometer with a Jasco ISV-722 Integrating Sphere to record 
the resist spectral transmittance. PL measurements were carried out at 
room temperature by a confocal fluorescence microscope (Olympus X51, 
Japan). An Hg–Xe lamp was used as the excitation source with a 470 
nm interferential excitation filter and a 490 nm dichroic mirror. 
7.3.3. Results and discussion 
7.3.3.1. Polymer characterization 
P(HEMA-co-MAAEMA) resist composition was confirmed by 1H-
NMR spectroscopy (Figure 2) and was well matched to the ratio of 
monomers used for polymerization (HEMA:AEM, 9:1). Upon amine 
derivatization with N-methacryloyloxy succinimide, the vinyl protons 
appeared at δ = 6.0 and δ = 5.6 ppm. Disappearance of the signal of the 
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amine protons at δ = 8.4 ppm confirmed the complete conversion of 
P(HEMA-co-AEM) into P(HEMA-co-MAAEMA). 
As determined by GPC, the polymer showed a number average 
molecular weight (Mn) of 55 kDa with a polydispersity index of 2.8, a value 
in the range of those reported for batch free radical polymerization.22 
 
Figure 2. 1H-NMR spectra of the P(HEMA-co-MAAEMA) copolymer. 
7.3.3.2. Contrast and sensitivity 
Figure 3 shows the contrast curve (remaining thickness after 
development versus electron dose) for the negative-tone P(HEMA-co-
MAAEMA) resist. The thickness of the unexposed resist was around 
1100 nm. The maximum remaining thickness after EBL exposure is 
usually around 73%. The resist contrast is defined as 𝛾 = [log10(𝐷100/
𝐷0)]
−1 , where 𝐷100  and 𝐷0  are the intersections of the line having the 
highest slope with the zero and full resist thickness lines, respectively. 
The resist contrast obtained equals 1.2. This value is comparable to 
those of commercially available low-contrast negative EBL resists such 
as mr-EBL 6000 and AR-N 7720 (see Table 1), indicating that our 
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P(HEMA-co-MAAEMA) resist is particularly suitable for achieving grey-
tone (3D) lithography. 
The threshold dose where the contrast curve starts to rise (𝐷0), 
called the “gel point”, is found to be 0.14 µC·cm-2. The crosslinking 
threshold dose, defined as the dose at half height (𝐷50) was 0.52 µC·cm-2. 
This value is one order of magnitude smaller than those exhibited by 
highly sensitive CARs (see Table 1). The ultrahigh sensitivity of our 
resist, along with the absence of baking steps, reduces the EBL 
processing time significantly as compared to commercial CARs. 
 
Figure 3. Contrast curve for the P(HEMA-co-MAAEMA) resist exposed at 50 keV and 
developed by methanol at room temperature. 
7.3.3.3. Resolution 
A thin P(HEMA-co-MAAEMA) resist film (thickness ~ 60 nm) was 
used for studying the resist resolution in order to reduce the effect of 
capillary force during resist drying and the forward scattering of electrons. 
Figure 4 shows an AFM image of a line array of the P(HEMA-co-
MAAEMA) resist exposed at 300 pC·cm-1. The measured pattern heights 
are in the range of 50 – 60 nm, which is close to the original film 
thickness. The width of the lines was approximately 125 nm and a half-
pitch resolution of 100 nm was observed. This value is larger than those 
of commercially available high-resolution negative-tone EBL resists 
such as HSQ (11.5 nm half-pitch resolution)23 or mr-EBL 6000 (55 nm 
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half-pitch resolution),24 which is expected since highly sensitive resists 
usually offer poor resolution. However, it should be noted that the 
resolution of our resist could be improved by optimizing the 
development process,25 using a thinner resist film26 and/or reducing 
the acceleration voltage.27 
 
Figure 4. AFM image of exposed P(HEMA-co-MAAEMA) lines at a dose of 300 pC·cm-1. 
The pitch ranges from 100 to 300 nm from the left to the right. The corresponding cross-
section is shown above the AFM image. The resist thickness is 50 – 60 nm, and 
linewidth ~ 125 nm. 
7.3.3.4. XPS characterization 
Figure 5 shows C1s core-level spectra of unexposed and exposed 
(irradiated with a dose of 10 µC·cm-2) P(HEMA-co-MAAEMA). These spectra 
show a major component at 284.8 eV due to C–C/C–H bonds and two 
others at ca. 286.4 and 288.5 eV originated from C–O and COO bonds, 
respectively.28 While the shape and the areas of the three peaks are 
similar, the full width at half maximum (FWHM) of the peaks is 2.17 eV 
for the irradiated sample and 1.94 eV for the non-irradiated counterpart. 
This fact can be taken as indicative of a change in the electronic 
environment of C-atoms induced by electron irradiation (formation of 
new bonds). Similarly, the O1s core-level spectra showed two 
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components at ca. 532.2 and 533.4 eV associated with C=O and C–O 
bonds.28 The ratio C/O equals 0.31 and 0.30 for the unexposed and 
exposed samples, respectively. This indicates that the effect of electron 
irradiation on the composition of the copolymer is not significant. 
 
Figure 5. XPS [C1s (left) and O1s (right)] spectra of an unexposed P(HEMA-co-MAAEMA) 
film and an irradiated (dose = 10 µC·cm-2) P(HEMA-co-MAAEMA) area. 
7.3.3.5. Chemical resistance and etch selectivity 
Exposed P(HEMA-co-MAAEMA) rectangles were immersed in 
methanol for six hours to determine both the resist solvent-resistance 
and adherence to the substrate. No significant changes in the integrity 
of the exposed resist rectangles after the MeOH washing were observed, 
indicating a good adherence to the Si substrate. It should be noted that 
no adhesion promoter was used, which simplifies the EBL processing. 
Negligible changes in the thickness of the rectangles were measured, 
except for exposure doses near the threshold dose due to an incomplete 
crosslinking of the resist. 
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Isotropic wet etching of Si substrates was carried out by the HNA 
solution using the exposed P(HEMA-co-MAAEMA) resist as a mask. 
Figure 6 a plots the etching rates of the exposed P(HEMA-co-MAAEMA) 
resist (RResist) and Si (RSi) for different exposure doses. RResist shows 
negative values at low doses (< 8 µC·cm-2) because of resist swelling (low 
degree of crosslinking). For doses lower than 10 µC·cm-2, inconsistent 
RSi values were measured, which may be due to the diffusion of the HNA 
solution through the thin, partially crosslinked resist. For doses higher 
than 10 µC·cm-2, both Si and P(HEMA-co-MAAEMA) etching rates are 
approximately uniform resulting in a ratio of RSi to RResist around 9.4:1, 
allowing for the fabrication of high-aspect-ratio Si structures. 
 
Figure 6. (a) Etching rates of Si (RSi; circular dots) and the P(HEMA-co-MAAEMA) resist 
(RResist; square dots) in the HNA solution for various EBL doses. Negative RResist at low 
doses indicates resist swelling. Selectivity ratio RSi : RResist ~ 9.4:1 for doses larger than 
10 µC·cm-2. (b) RSi (circular dots) and RResist (square dots) by a RIE process for various 
EBL doses. RSi:RResist ~ 1:2. 
The exposed P(HEMA-co-MAAEMA) resist was also used as a 
mask for etching Si substrates by RIE. Figure 6 b shows the etching rates 
of the exposed P(HEMA-co-MAAEMA) resist and Si. The ratio of RSi to 
RResist was approximately 1:2. Unlike the studied wet etching, the 
P(HEMA-co-MAAEMA) resist exhibited a poor selectivity for the 
considered RIE conditions. However, it could be used as a mask for 
shallow etching processes and for fabricating 3D profiles in Si, as 
illustrated in Figure 7. Figure 7 a and b show top view optical profiler 
images of two Si mesas and their cross-section profiles at 0.3 µC·cm-2 
and 50 µC·cm-2 doses, respectively, after RIE etching and resist removal 
by piranha cleaning. The low contrast of the resist was used to create 
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smooth 3D contours, a useful property to build refractive or reflective 
optical elements. By selecting an appropriate dose for the resist mask, 
the resulting slope of the etched Si mesas was controlled, i.e., greater 
slopes were obtained in Si structures with lower EBL doses, and 
smoother profiles were achieved from higher doses. 
 
Figure 7. (a) Optical profiler images of Si mesas fabricated by RIE using P(HEMA-co-
MAAEMA) resist as a mask. Resist mask doses for the left and right images were 
0.3 µC·cm-2 and 50 µC·cm-2, respectively. (b) Thickness profiles along the lines indicated 
in (a). 
7.3.3.6. Optical properties 
Figure 8 shows the transmittance in the 200 – 900 nm spectral 
range of a resist film spun on a quartz substrate. It is seen that the 
resist has around 90% optical transmittance above 380 nm. The 
measured resist refractive index at 633 nm was 1.53. 
 
Figure 8. Transmittance spectrum for a resist film spun on a quartz substrate. 
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Figure 9 shows bright field and PL images of irradiated 50 µm 
side resist squares. The applied doses were 0.5 µC·cm-2 (Figure 9 a) and 
3 µC·cm-2 (Figure 9 b). Visible PL is clearly observed even at the 
threshold crosslinking dose. The higher PL intensity exhibited by the 
higher dose resist square might be due to the thicker film and/or a 
higher degree of crosslinking. No PL emission was observed on as-spun 
non-exposed resist films. Visible light emission from irradiated organic 
materials is usually related to the generation of multiple radical species 
that leads to the formation of conjugated carbon units. However, a 
rigorous study on the origin of the emitted light is beyond the goal of 
this work. Visible light emission in the crosslinked resist offers the 
possibility of making multipurpose light-emitting organic nanostructures 
based on a conjugated polymer in a one-step process.29 For the sake of 
comparison, it should be noted that our resist shows visible PL when 
exposed to an electronic dose that is several orders of magnitude 
smaller than that required for obtaining light emitting structures on 
electron-irradiated polystyrene.29 
 
Figure 9. 50 µm side resist squares after e-beam exposition. The applied dose is 
0.5 µC·cm-2 (threshold crosslinking dose) in (a) and 3 µC·cm-2 in (b). Images on the left show 
bright field pictures and the images on the right correspond to photoluminescence images. 
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7.3.3.7. Fabrication of a micron sized resist dome 
As an example of the capability of the proposed EBL negative 
resist to achieve grey-tone lithography, a 3D polymeric structure, a dome, 
was fabricated. The dome was created by exposing concentric circles to 
different doses as follows [the first number refers to the diameter (µm) 
and the second number refers to the dose (µC·cm-2)]: 20 – 0.5, 16 – 2, 
12 – 8, 8 – 20 and 5 – 50. Figure 10 shows an AFM image of the 
resulting 1.3 µm height resist dome. This procedure to generate lens-
shaped polymeric structures, along with the high transparency of the 
resist in the whole visible range, may find applications in microoptics 
(e.g. fabrication of microlenses). 
 
Figure 10. P(HEMA-co-MAAEMA) resist dome fabricated by exposing concentric circles 
to gradual doses from 0.5 to 50 µC·cm-2. Dome height: 1.3 µm. Horizontal scale: 10 µm. 
7.3.3.8. Dual-tone behaviour 
So far, we have considered the low-dose negative-tone behavior of 
the synthesized P(HEMA-co-MAAEMA) resist, which offers a short EBL 
processing time. We have also observed that the resist exhibits dual 
tone behaviour when exposed to higher doses. In particular, the 
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polymer behaves as a positive-tone resist (that is, the irradiated regions 
are developed in methanol) in the 5 – 10 mC·cm-2 dose range. We 
attribute this to dissociation of the main carbon chain of the copolymer 
under intense electron exposure resulting in degradation to monomer 
units, facilitating the development of the resist in the solvent. For 
higher doses, larger than 15 mC·cm-2, the overexposed resist becomes 
negative which may be due to a carbonization process30 and/or the 
formation of a highly crosslinked material, leading to insoluble species 
in methanol. Therefore, there are two-tone reversals: first negative to 
positive and second positive to negative. Figure 11 shows an optical 
microscope image of an array of 5 µm diameter circles of the P(HEMA-
co-MAAEMA) resist irradiated with doses ranging from 50 µC·cm-2 to 
87.05 mC·cm-2. 
 
Figure 11. Optical microscope photograph of an array of 5 µm circles of the P(HEMA-co-
MAAEMA) resist exposed to increasing doses. The bottom left corresponds to 50 µC·cm-2. 
The sequence of exposure varies horizontally zigzagged in increments of 3 mC·cm-2 to a 
maximum of 87.05 mC·cm-2. Bright and dark regions correspond to the absence and 
presence of resist, respectively. The white scale bar equals 20 µm. 
White and black regions correspond to the absence and presence 
of polymeric material, respectively. The observed dual-tone behaviour 
could be used for multiple patterning in order to enhance pattern 
density.31 
7.3.4. Conclusions 
A dual copolymer mixture based on methacrylic monomers has 
been synthesized and characterized as a new high-sensitivity negative-
tone EBL resist. The resist possesses a crosslinking threshold dose as 
low as 0.5 µC·cm-2, which is one order of magnitude less than those of 
the commercially available CARs, and a low contrast of 1.2, making it 
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ideal for creating organic and inorganic 3D micro-nano-structures. XPS 
characterization reveals the formation of new bonds and no change in 
chemical composition upon electron exposure. Resist films show good 
adherence to Si substrates, are chemically resistant in methanol, and 
are suitable to be used as a mask for wet (HNA solution) and dry (SF6-
based RIE) etching of Si. The resist is optically transparent and shows 
visible PL when crosslinked at very low electronic doses. The copolymer 
also exhibits dose-dependent dual-tone behaviour, increasing its 
potential technological applications. 
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7.4. Cross-linkable linear copolymer with double 
functionality: resist for electron beam nanolithography 
and molecular imprinting 
 La posibilidad de nanoestructurar una resina sintética mediante 
EBL en el artículo anterior desembocó en el siguiente, y último trabajo 
de motivos fabricados mediante técnicas litográficas. En esta ocasión, el 
objetivo que se planteó fue conseguir un motivo MIP nanoestructurado 
mediante escritura directa de su mezcla precursora. 
 Para ello, fue necesaria la modificación del procedimiento sintético, 
descrito en el apartado 7.3., con objeto de introducir los grupos 
funcionales que interactuaran con la molécula plantilla, en este caso la 
rodamina 123. El resultado fue la obtención de un copolímero lineal 
autoentrecruzable que reunía características similares a las de los 
materiales fabricados en los dos artículos precedentes. Por ejemplo, el 
polímero actuaba como resina negativa, a bajas y elevadas dosis 
electrónicas, y como resina positiva, a dosis intermedias, caracterizando 
su contraste y sensibilidad en el primer tono negativo. Adicionalmente, 
se comprobó su utilidad como resina positiva de fotolitografía. En estas 
condiciones, se fabricaron los motivos de MIP que fueron capaces de 
reconocer selectivamente a la molécula plantilla, monitorizada por 
microscopía de fluorescencia, en detrimento de dos análogos 
estructurales, las rodaminas B y 6G. El aspecto novedoso de este trabajo 
radica en que es la primera vez que se consigue fabricar un motivo 
nanoestructurado de MIP mediante EBL. 
El procedimiento seguido implicó los siguientes pasos: 
1. Síntesis y funcionalización del copolímero lineal. 
2. Caracterización del copolímero como resina de EBL. 
3. Síntesis de los motivos poliméricos mediante EBL y fotolitografía. 
4. Caracterización química y morfológica del polímero escrito. 
5. Estudios de reconocimiento y selectividad del polímero. 
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Abstract 
The first demonstration of a molecularly imprinted polymer 
patterned by electron beam lithography (EBL) direct writing is reported. 
The polymeric mixture is based on a linear co-polymer that behaves 
simultaneously as a positive-tone EBL resist and, after polymerization 
in the presence of rhodamine 123 (R123) as a model analyte, as a selective 
and sensitive synthetic receptor for the template. Analyte binding was 
evaluated by fluorescence confocal microscopy and the imprinting effect 
was confirmed in the presence of compounds structurally related to R123. 
7.4.1. Communication 
Molecularly imprinted polymers (MIPs) are tailor-made materials 
showing selective recognition to a template molecule present during the 
polymerization process.1 These synthetic materials, able to mimic the 
recognition processes found in nature, show higher stability and 
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robustness than their biological counterparts and are, certainly, most 
easily and cost-effectively prepared. The preparation of MIPs relies on the 
formation of a complex between the template and a functional monomer 
that is polymerized in the presence of a large excess of cross-linkers. A 
three-dimensional polymer network is generated and, after template 
removal, the resultant cavities will rebind the imprinted compound with 
high affinity and selectivity. MIPs have been applied as recognition 
elements for different applications including catalysis, chromatography, 
immunoassays, chemical sensors and sample preparation.2,3,4,5,6 
For use in sensors and biochips, structuring MIPs at the micro- 
and nano-scale has been shown to be advantageous as compared to 
bulky configurations.7 This is because micro- and nano-structuring 
increases the sensing surface, greatly improving mass transfer and 
binding kinetics of MIP recognition elements.8 In addition, implementation 
of MIP micro- and nano-features on planar substrates (e.g. Si wafers) by 
using mass production microfabrication techniques, as those employed 
in the microelectronics industry, would allow the preparation of cost-
effective chips consisting of arrays of miniaturized MIP sensors for 
multiplexed detection. In this respect, relevant approaches have been 
reported. UV photolithography and microstereolithography have been 
successfully used to synthesize micron-sized MIP sensors.9,10,11,12 
However, sub-micron resolution is difficult to achieve with those 
techniques. Nanoimprint lithography has been shown to be appropriate 
to obtain submicron MIP features,13,14,15 although that is a contact 
technique requiring a mould or stamp contacting the prepolymerization 
mixture, which may lead to MIP surface contamination. 
Electron beam lithography (EBL) is the most popular 
nanolithography technique.16 EBL can generate arbitrary patterns with 
nanometer resolution without the need for moulds or contact masks. 
Therefore, EBL is a non-contact technique that avoids contamination of 
the surface to be patterned. Despite these remarkable advantages, to 
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the best of our knowledge, EBL has never been used to directly pattern 
MIP films. 
In this communication, we report the first example of the 
synthesis and characterization of micro- and nano-patterned MIP films 
by electron beam direct writing. One important limitation for the use of 
conventional MIP formulations in combination with this technique is the 
low viscosity of the precursor solutions which makes polymer patterning 
difficult.8 Some authors have proposed the use of viscous porogens, such 
as diethyleneglycol dimethylether (diglyme), alone, or in combination 
with linear polymers such as polyvinyl alcohol, PVA, to avoid mixture 
spreading in the deposition of MIP microstructures on flat surfaces.17 
In this work we describe the synthesis of a linear copolymer, 
poly(methacrylic acid-co-2-methacrylamidoethyl methacrylate) (P(MAA-
co-MAAEMA)) (Figure 5), containing both, specific recognition groups 
(–COOH), for non-covalent binding interactions with template molecules 
bearing complementary functionalities, and triggerable cross-linkable 
groups.18 
The multifunctional copolymer allowed the preparation of high 
viscosity MIP formulations easy to deposit on flat surfaces for MIP 
patterning and readily cross-linked by heat treatment in the absence of 
an initiator. Details on the synthesis and characterization of the linear 
copolymer can be found in the Experimental part and the ESI (section 
7.4.2.1.). 
P(MAA-co-MAAEMA) was imprinted with rhodamine 123 (R123) as 
a model fluorescent template molecule. The primary amino groups in 
R123 interact by non-covalent bonding with the pendant carboxylic 
groups in the copolymer allowing the generation of high affinity binding 
sites in the cross-linked polymer network. Thin films of P(MAA-co-
MAAEMA) were prepared by spinning on Si substrates. Upon exposure 
to electron beam irradiation, the material presented a dual-tone 
behaviour with two dose-dependent tone reversals (Figure 7). 
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Figure 1. Top: AFM image of a MIP nanostructure fabricated by EBL. Electron radiation 
dose: 750 µC·cm-2 (positive tone resist). Bottom: cross-sectional profile along the green 
line shown in the top figure. The RMS value equals 30 nm. 
At low doses (0.05 – 100 µC·cm-2) a negative tone (i.e. irradiated 
regions remain after development) behaviour was observed, which is 
attributed to the presence of pendant crosslinkable functionalities in 
the polymer chain that favours polymerization at low radiation doses.19 
The disappearance of the C=C stretching band, at 1657 cm-1, as a result 
of crosslinking after polymerization has been confirmed by micro-Raman 
spectroscopy (Figure 8). Positive tone (i.e. irradiated regions are removed 
after development) was obtained in the 100 µC·cm-2 to 8 mC·cm-2 dose 
range as a result of copolymer degradation under intense electron 
exposure, which breaks it down into shorter chains and, hence, 
facilitates its dissolution in the developer (tetrahydrofurane). Figure 1 
shows a P(MAA-co-MAAEMA) nanostructure fabricated by e-beam direct 
writing at an electron radiation dose of 750 µC·cm-2 (positive tone resist). 
The corresponding SEM micrograph is shown in Figure 2. Finally, a 
negative tone behaviour was again observed at doses higher than 
8 mC·cm-2. In contrast with the observations of other authors, polymer 
carbonization was not evident from the Raman spectra (Figure 8) at 
high irradiation doses.20 
Publicaciones científicas 
263 
 
Figure 2. SEM micrograph corresponding to a MIP nanostructure fabricated by e-beam 
direct writing at an electron radiation dose of 750 µC·cm-2 (positive tone resist). 
On the other hand, P(MAA-co-MAAEMA) films exposed to DUV 
radiation at the considered photolithography parameters (wavelength 
= 255 nm, power = 650 W, and exposure time = 30 min) exhibited a 
positive-tone behaviour. This is another novelty of the presented work 
since previous demonstrations of MIP patterning by photolithography 
are based on photopolymerization of the exposed film areas, that is, on 
using the prepolymerization mixture as a negative tone resist. 
Our experiments indicated null or poor recognition efficiencies in 
MIP patterns created under negative-tone EBL parameters (both at low 
and high electron dose regimes), which we impute to electron irradiation 
damage of the template molecule and/or excessive crosslinking avoiding 
proper diffusion of the template to/from the recognition cavities within 
the polymeric matrix. Thus, all results that follow are concerned to MIP 
features (sensors) created by either EBL or DUV photolithography using 
the positive tone behaviour of the prepolymerization mixture. Non-
imprinted (NIP) features were prepared in the same manner in the 
absence of R123. 
After fabrication, template removal was monitored by fluorescence 
image measurements that allowed conformation of the quantitative 
extraction of the template molecule after 1 h washing with a mixture of 
ethanol–TFA (10%, v/v) followed by acetonitrile rinsing. 
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The sensor response was evaluated by measuring the fluorescence 
light emitted by the MIP patterns over a 600 nm wavelength (interferential 
filter = 488 nm, dichroic mirror = 600 nm, and cut-off filter = 590 nm) 
with a fluorescence microscope equipped with a CCD camera. The 
sensor response time was evaluated by batch adsorption experiments 
incubating the MIP features with the template molecule (R123) at a 
20 nM concentration level in acetonitrile. 
Figure 3 a shows that the MIP recognizes the analyte at the 
nanomolar level concentration and that a constant emission intensity is 
reached after 3 h incubation. The long equilibration time could be 
attributed to the diffusion of the analyte into the highly cross-linked 
polymer layer. In addition, MIP features were sensitive up to 1 µM 
solutions of the template in acetonitrile whereas their non-imprinted 
polymer (NIP) counterparts showed a negligible recognition signal 
(Figure 3 b). The latter reveals that the molecular imprinting process 
was successful, that is, specific recognition sites for the template R123 
were generated in the patterned films. 
 
Figure 3. (a) Rebinding kinetics of R123 in the MIP and the corresponding NIP. [R123] = 
20 nM, n = 9. (b) Emission intensity of MIP and NIP films incubated with increasing 
concentrations of R123 (0.1–1.0 µM) (n = 9). 
The sensor selectivity was evaluated by comparing the binding of 
the template with that of structurally related analogs, which is an 
indication of the cross-reactivity of the MIP towards selected molecules. 
The template binding of the R123-imprinted polymer was compared 
with two closely related rhodamines, i.e., rhodamine 6G (R6G) and 
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rhodamine B (RB) (Figure 9), that share the same chemical backbone 
but contain secondary or tertiary amine functional groups, respectively. 
To that aim the sensors were incubated with 5 µM solutions of the 
compound in acetonitrile for 3 h. As shown in Figure 4, no significant 
fluorescence on the MIP nanostructures was observed after incubation 
of the films with both analogs, demonstrating the selectivity of the 
imprinted material towards the target analyte. This result lends 
additional support to the proposed recognition mechanism based on the 
formation of a hydrogen bonded complex between the carboxyl groups 
in the polymer and the primary amino groups in R123. 
 
Figure 4. Selective binding of the MIP sensors towards R123 and structurally related 
analogs (5 µM). Inset: fluorescence microscopy image of a MIP feature incubated with (a) 
R123, (b) R6G and (c) RB. n = 9. Scale bar: 100 µm. 
In conclusion, we have synthesised a linear copolymer that allowed 
the preparation of molecularly imprinted polymer nanopatterns on silicon 
substrates using electron beam direct writing. The linear copolymer shows 
a positive-tone behavior for both EBL (in the dose range 0.1 – 8 mC·cm-2) 
and DUV photolithography and high sensitivity and selectivity towards 
the template molecule. The characteristics of the developed linear 
copolymer as a functional recognition material and EBL resist open up 
new opportunities in the implementation of innovative, nanostructured 
MIP film-based arrays for multiple target detection. 
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7.4.2. Supplementary Information 
7.4.2.1. Experimental Section 
7.4.2.1.1. Chemicals and Materials 
Methacryloxy trimethylsilane (SIMA, 97%) and N-methacryloyloxy 
succinimide (MAOS) were purchased from ABCR GmbH. 2-aminoethyl 
methacrylate (AEM, 90%) was supplied by Aldrich. 2,2’-azobis(2,4-
dimethylvaleronitrile) (ABDV) was obtained from Wako and recrystallized 
from cold ethanol before use. Rhodamine 123 (R123, >90%) was 
obtained from Sigma-Aldrich and rhodamine 6G (R6G, 99%) and 
rhodamine B (RB, +99%) were purchased from Acros. HPLC-grade 
methanol and acetonitrile were purchased from SDS. HPLC-grade 
acetone and diethyl ether were from Panreac. Dimethylformamide (DMF) 
was obtained from Carlo Erba and absolute ethanol was from BDH 
Prolabo Chemicals. Triethylamine (TEA) and trifluoroacetic acid (TFA) 
(peptide synthesis) were from Fisher Scientific and Fluorochem, 
respectively. Water was purified with a Milli-Q system. 
1H-NMR spectra (UCM Central Instrumentation Facilities) were 
acquired on a Bruker Avance DPX 300MHz-BACS60 spectrometer. NMR 
chemical shifts are expressed relative to the signals of the non-deuterated 
traces of the solvent (DMSO-d6 at 2.54 ppm). 
Weight average molecular weight (Mw), number average molecular 
weight (Mn), and polydispersity (Mw/Mn) were determined by gel 
permeation chromatography (GPC) using a Perkin-Elmer chromatograph 
with an isocratic pump (250 series) connected to a differential 
refractometric detector (200 series). Three resin columns (PL-gel, 500, 
104 and 105 nm pore size) (Polymer Laboratories) were connected in 
series to elute the samples (concentration 1 mg·mL-1). DMF containing 
0.1% (v/v) of LiBr was used as the mobile phase at a flow rate of 
0.3 mL·min-1. Monodispersive poly(methyl methacrylate) standards in 
the range of 10.3 – 480 kDa (Polymer Laboratories) were used for GPC 
calibration. The measurements were carried out at 70 ºC. 
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7.4.2.1.2. Synthesis of poly(trimethylsilyl methacrylate-co-2-aminoethyl 
methacrylate) [P(SIMA-co-AEM)] 
The copolymer was prepared by standard free radical 
polymerization. In a typical synthesis, SIMA (4.5 mL, 25.2 mmol), AEM 
(525 mg, 3.2 mmol) and ABDV (0.2 mmol) were dissolved in methanol 
(20 mL) in a 100 mL round bottom flask sealed with a rubber septa 
(SIMA:AEM, mole ratio 9:1). The mixture was purged with argon for 
20 min, and stirred at 60 ºC for 24 h. The resulting copolymer was 
precipitated in acetone and the solid was collected by centrifugation and 
washed with acetone (3 x 60 mL) and diethyl ether (3 x 60 mL), 
centrifuged and dried under vacuum to give the purified copolymer 
(yield: 4.10 g, 91 %). 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, δ): 5.70 and 5.36 (s, C=CH2), 3.91 
(s, br, NH2-CH2-), 1.25, 1.17 and 0.94 (s, br, C-CH3). 
 
Figure 5. Scheme of the synthesis of P(MAA-co-MAAEMA). 
7.4.2.1.3. Synthesis of poly(methacrylic acid-co-2-methacrylamidoethyl 
methacrylate) [P(MAA-co-MAAEMA)] 
P(SIMA-co-AEM) (4.01 g) was dissolved in DMF (40 mL) at room 
temperature and then 543 mg of MAOS (3.0 mmol) were added. The 
mixture was purged with argon for 20 min prior to the addition of 1 mL 
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of TEA dropwise. The reaction mixture was stirred at room temperature 
for 12 h and, afterwards, it was added dropwise to a cooled solution of 
10% TFA (v/v) to precipitate the hydrolyzed copolymer P(MAA-co-
MAAEMA). The solid was centrifuged, dissolved in methanol and 
precipitated into acetone. The resulting solid was washed in acetone 
(3 x 60 mL) and dried under vacuum to give the final purified copolymer 
(yield: 1.28 g, 28%). A solution of 20 g/L of P(MAA-co-MAAEMA) in 
methanol was stored at 4 ºC. The reaction scheme is shown in Figure 5. 
The 1H NMR spectrum of P(MAA-co-MAAEMA) (Figure 6) showed that 
the ratio of the areas from any of the proton signals of the double bound 
and carboxylic acid was 1:6.5. Therefore, considering the initial mole 
ratio of the monomers (1:9, AEM:SIMA), we concluded that 28% of 
trimethylsilyl ester groups were not hydrolyzed. This fact could explain 
the ease of this linear copolymer to adhere to silicon wafers via a 
silanization reaction. 
 
Figure 6. 1H NMR spectra of P(MAA-co-MAAEMA). Inset: co-polymer composition 
estimated based on the proton signal ratios. 
1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, δ): 12.39 (s, br, HOOC-), 5.99 and 
5.63 (s, C=CH2), 4.10 (s, br, CO-NH-), 1.85 (s, =C(CH3)-), 1.23, 1.04 and 
0.95 (s, br, CH3-C). GPC (THF): Mw = 20 kDa. Polydispersity index: 1.6. 
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7.4.2.1.4. Photo- and EBL-film structuring and characterization 
Two prepolymerization solutions containing 3 and 30 μg of R123 
(template molecule) in 1 mL of a solution of 20 g/L of P(MAA-co-
MAAEMA) in methanol were prepared for EBL and UV photolithography, 
respectively. A non-imprinted polymer was prepared in a similar manner 
except that the imprinting solution did not contain the template 
molecule. Prepolymerization solutions were spun on (100) Si substrates, 
previously cleaned using piranha solution (H2SO4 96% + H2O2 30% 3:1 
v/v at 130 ºC for 10 minutes) at 5000 rpm. The resulting films had 
thicknesses of approximately 100 nm and were patterned by both, EBL 
and photolithography as follows. 
 
Figure 7. Optical microscope images of 20×50 µm2 P(MAA-co-MAAEMA) rectangles 
written by EBL at different doses. (a) First tone reversal observed at approximately 
100 µC·cm-2. (b) Second tone reversal observed at approximately 8 mC·cm-2. Acceleration 
voltage: 50 keV. Electron beam current: (a) 10 pA, (b) 1 nA. 
EBL lithography was performed with a Crestec CABL-9000C 
system at an acceleration voltage of 50 keV and beam currents of 10 pA 
and 1 nA. 40 x 60 µm2 and 20 x 50 µm2 rectangular features were 
written with electron doses ranging from 0.05 µC·cm-2 to 20 mC·cm-2 
(Figure 7). After the EBL process, the films were immediately developed 
in THF for 1 minute at room temperature and dried with N2. The resulting 
patterns (remaining film on substrates) were thermally cross-linked on 
a hot plate at 170 ºC for 30 minutes. 
Photolithography-defined micropatterns were achieved with a 
SUSS MicroTec MJB4 mask aligner equipped with a Xe-Hg 255 nm (DUV) 
lamp at an output power of approximately 650 W. A Cr/quartz 
lithography mask was placed in close proximity (non-contact mode) to 
the film and DUV exposure was carried out for 30 minutes. The exposed 
film material was removed by developing the samples in THF for 
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1 minute and drying them with N2. The obtained polymeric film features 
were then cross-linked by heating the samples at 170 ºC for 30 minutes 
on a hot plate. 
The morphology of the fabricated structures was characterized by 
optical microscopy (Leica Leitz DMRX optical microscope), atomic force 
microscopy (AFM) with a Digital Instruments MultiMode Scanning Probe 
AFM (Model MMAFM-2) equipped with Veeco probes made of 0.01–
0.025 Ω·cm antimony (n) doped Si and using tapping mode and scanning 
electron microcopy (JEOL JSM 7600 F, at the National Center for 
Electron Microscopy, Complutense University). 
MicroRaman spectra were recorded in a Renishaw inVia Raman 
microscope (Renishaw Iberica SAU, Barcelona, Spain), using a 50x 
magnification objective (Figure 8). The excitation line, 532 nm, was 
provided by Nd:YAG laser. The output laser power was 100 mW. The 
acquisition time of each spectrum was 5 min. 
 
Figure 8. Micro-Raman spectra corresponding to a non irradiated P(MAA-co-MAAEMA) 
spin coated on a silica wafer (black); a nanostructure fabricated by e-beam direct writing 
at an electron radiation dose of 53 µC·cm-2 (red); a nanostructure fabricated by e-beam 
direct writing at an electron radiation dose of 20 mC·cm-2 (blue). 
7.4.2.1.5. Analysis with the nanostructured MIP based sensors 
The polymeric patterns were washed thoroughly for 1 h with a 
mixture of ethanol:TFA (10%, v/v). Uptake experiments were carried out 
incubating the MIP-based sensors, or the corresponding NIPs, for 3 h, 
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under gentle agitation and protected from light, in 5 mL of R123 solutions 
in acetonitrile. For the cross-reactivity studies R123 was replaced by R6G 
or RB (Figure 9). The sensors were rinsed with 10 mL of acetonitrile and 
dried with Ar, for 3 min, prior to fluorescence microscopy measurements. 
 
Figure 9. Chemical structure of: a) rhodamine 123 (R123); b) rhodamine 6G (R6G) and, 
c) rhodamine B (RB). 
Fluorescence images were acquired at room temperature with a 
fluorescence microscope (Olympus BX51) equipped with a CCD camera 
(Infinity 3, Lumenera Corporation). A 488 nm interference filter (FF01-
488/6-25, Semrock Inc) was placed in the excitation path and a 600 nm 
dichroic mirror (T600LPXR, Chroma) was placed in the filter cube. A 
590 nm cut-off filter (CG-OG-590-1.00-3, CVI Technical Optics, UK) was 
used to minimize the detection of scattered light. 
The patterns were imaged at 10x magnification with a 3 s exposure 
time. Other fluorescence microscope parameters (detector gain, pinhole, 
iris diaphragm) were kept constant throughout the measurements with 
the MIP/NIP sensors. All images were analysed using ImageJ (v. 1.44p, 
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). The average 
fluorescence intensity signal in the patterned region (n = 6, 50 x 50 pixel) 
was background corrected by subtracting the corresponding average 
fluorescence intensity signal of the substrate (n = 4, 50 x 50 pixel). 
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7.5. Experimental mixture design as a tool for the 
synthesis of antimicrobial selective molecularly imprinted 
monodisperse microbeads 
 En este artículo se presenta un diseño experimental de mezclas de 
tipo centroide simplex para encontrar las mejores condiciones de síntesis 
de esferas de MIP de tamaño micrométrico y monodisperso, selectivas a 
enrofloxacino, mediante una polimerización por dispersión-precipitación. 
 Tras optimizar algunos de los parámetros clave para la síntesis de 
las microesferas, éstas fueron caracterizadas química (FTIR) y 
morfológicamente (SEM). Además, se evaluó la homogeneidad de los 
sitios de unión, mediante resonancia paramagnética de espín (EPR), de 
aquellas microesferas de MIP, y los correspondientes NIP, que 
presentaban mayor grado de monodispersidad y tamaño. Por otro lado, 
se evaluó su capacidad de reconocimiento selectivo mediante 
cromatografía frontal. Se construyeron las isotermas de adsorción 
correspondientes, se calcularon los factores de impronta en distintos 
medios hidroorgánicos y se estimaron sus constantes de afinidad, así 
como la heterogeneidad y número aparente de sitios de unión. Así mismo, 
se realizaron estudios de reactividad cruzada frente a análogos 
estructurales de la molécula plantilla y otros antimicrobianos no 
relacionados. 
 Las etapas de las que consta este trabajo se pueden resumir así: 
1. Selección del disolvente de polimerización. 
2. Optimización de la cantidad de disolvente y concentración de 
monómeros. 
3. Aplicación del diseño experimental para la selección del 
entrecruzante o mezcla de entrecruzantes. 
4. Caracterización química y morfológica de las microesferas. 
5. Caracterización de los sitios de unión y elaboración de las 
isotermas de adsorción. 
6. Estudio de selectividad. 
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Abstract 
The effect of the cross-linker on the shape and size of molecular 
imprinted polymer (MIP) beads prepared by precipitation polymerization 
has been evaluated using a chemometric approach. Molecularly imprinted 
microspheres for the selective recognition of fluoroquinolone 
antimicrobials were prepared in a one-step precipitation polymerization 
procedure using enrofloxacin (ENR) as the template molecule, 
methacrylic acid as functional monomer, 2-hydroxyethyl methacrylate 
as hydrophilic comonomer, and acetonitrile as the porogen. The type 
and amount of cross-linker, namely ethylene glycol dimethacrylate, 
divinylbenzene or trimethylolpropane trimethacrylate, to obtain 
monodispersed MIP spherical beads in the micrometer range was 
optimized using a simplex lattice design. Particle size and morphology 
were assessed by scanning electron microscopy, dynamic light scattering, 
and nitrogen adsorption measurements. Electron paramagnetic resonance 
spectroscopy in conjunction with a nitroxide as spin probe revealed 
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information about the microviscosity and polarity of the binding sites in 
imprinted and non-imprinted polymer beads. 
7.5.1. Introduction 
Molecular imprinting is a template-directed polymerization 
technique that enables the synthesis of artificial selective molecular 
recognition materials. These polymers are usually regarded to as 
synthetic analogues of antibodies as they contain cavities that are 
complementary in size, shape, and functional group distribution to 
those of the template molecule present during polymerization.1 To 
satisfy the different application purposes, molecularly imprinted 
polymers (MIPs) can be prepared in different formats, such as monoliths, 
beads, membranes, or nanostructures, among others.2 
The preparation of bead-shaped MIPs, characterized by a narrow 
particle size distribution, is especially suited for analytical separations 
as these materials allow a more efficient packing of the chromatographic 
columns, or the solid phase extraction (SPE) cartridges, significantly 
improving the hydrodynamic properties of the system.3,4,5 Moreover, the 
integrity of the binding sites is preserved after MIP synthesis as no 
further processing of the material is required for analytical application.2 
MIP beads have been applied as well in capillary electrophoresis,6,7,8 
fluorescent-based assays,9 chemiluminescence imaging,10 radioligand 
binding assays,11 and sensors,12 as well as for the preparation of 
composite membranes.13 
There is a lack of a general procedure for the preparation of 
monodisperse spherical MIP beads, with different compositions and 
sizes in the micrometer range. Moreover, the need of strong interactions 
between the functional monomers and the template or the need of a 
high cross-linking degree to preserve the high-affinity binding sites limits 
the applicability of available synthetic methods for particle preparation.14 
Currently applied techniques include suspension polymerization, 
emulsion polymerization, dispersion/precipitation polymerization, single 
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or multistep swelling polymerization, or surface imprinting on porous 
rigid supports in beaded form.15 Probably, one of the most widely 
applied methods is precipitation polymerization. In this approach, 
polymerization takes place in a large excess of an organic solvent, where 
the monomers are soluble, but the resulting polymer is not, at monomer 
concentrations typically in the range of 2 − 5% (w/v).16 In such 
conditions, polymer nuclei formed by aggregation of highly cross-linked 
oligomer radicals neither overlap nor coalesce but continue to grow 
individually by capturing new oligomers from solution (entropic 
precipitation). In a reduced solvating medium, where the growing 
polymer has little affinity for the surrounding solvent, phase separation 
occurs, and nonporous polymer microspheres are obtained. 
Several authors have studied the effect of the polymerization 
conditions on the size of particles obtained by this approach. Cormark, 
Sherrington, et al.17,18 reported the preparation of MIP beads, with 
narrow size distributions and average diameter up to ca. 10 μm, using 
divinylbenzene (DVB) as cross-linker, by adequately tuning the 
composition of the prepolymerization mixture (i.e., type of solvent and 
the monomers and initiator concentration). Mosbach and Ye described the 
use of a mixture of DVB and trimethylolpropane trimethacrylate (TRIM) as 
cross-linkers, in different ratios, to prepare propranolol imprinted MIP 
beads with diameter sizes in the range 0.130 − 2.4 μm.19 These authors 
pointed out the important influence of the presence of the template on 
the characteristics of the resulting beads, reporting that, for some 
compositions, the non-imprinted (NIP) particles were about 2 times 
larger than the corresponding MIPs. Other authors have described the 
preparation of monodisperse particles with sizes in the micrometer 
range (3 − 10 μm) for chromatographic applications.17,18,19,20,21,22 
This study describes the preparation of micron-size monodisperse 
molecularly imprinted beads, with tunable sizes, by precipitation 
polymerization for their application in analytical separations. Enrofloxacin 
(ENR), a fluoroquinolone antimicrobial frequently used in veterinary 
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medicine, was selected as a model template for polymer synthesis, 
although the main aim of the work was to study the effects of several 
parameters (e.g., the type and amount of porogenic solvent and the 
composition of the polymerization mixture) on the preparation of 
micrometer-size beads with a narrow size distribution. The polymers 
have been prepared using a combination of methacrylic acid (MAA) as 
functional monomer and 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) as 
hydrophilic comonomer. 
 
Figure 1. Structures of compounds used in this study (A) template molecule, (B) 
monomers and cross-linking monomers. (C) Schematic representation of ENR binding to 
a MIP selective cavity. 
An experimental mixture design (simplex lattice design) has been 
applied, for the first time, to study the effect of the type and amount of 
cross-linking monomer namely, ethylene glycol dimethacrylate (EDMA), 
divinylbenzene (DVB), or trimethylolpropane trimethacrylate (TRIM), on 
bead size and polydispersity (Figure 1). The texture and morphology of 
the functional surface of the MIPs have been investigated using 
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scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy 
(TEM) and gas (N2) adsorption. Electron paramagnetic resonance (EPR) 
spectroscopy was used to provide information on the differences in the 
binding cavities present in the imprinted and the corresponding non-
imprinted polymers (NIP). Polymer cross-selectivity for other related and 
nonrelated antibiotics has been determined by HPLC. 
7.5.2. Experimental section 
7.5.2.1. Chemicals 
Methacrylic acid (MAA), 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA), 
divinylbenzene (DVB, technical grade, 55%, mixture of isomers), 
trimethylolpropane trimethacrylate (TRIM, technical grade) and ethylene 
glycol dimethacrylate (EDMA) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO). The monomers were purified using an inhibitor-remover from 
Aldrich (Milwaukee, WI). The initiator 2,2’-azobis(2,4-dimethyl valeronitrile) 
(ABDV) was purchased from Wako (Neuss, Germany), and it was 
recrystallized from methanol before use. Enrofloxacin (ENR) was 
supplied from Fluka (Buchs, Switzerland), and ciprofloxacin 
hydrochloride (CIP), norfloxacin (NOR), levofloxacin (LEV), flumequine 
(FLU), oxolinic acid (OXO), doxycycline (DOX), and nafcillin (NAF) were 
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Sarafloxacin hydrochloride (SAR) 
was a gift from Fort Dodge veterinaria (Girona, Spain) and danofloxacin 
(DAN) was obtained from Riedel-de-Haën (Seelze, Germany). Acetonitrile 
(ACN), methanol (MeOH) (HPLC-grade), and acetone (HPLC-grade) were 
provided by Sharlau Chemie (Barcelona, Spain), and trifluoroacetic acid 
(TFA) (HPLC-grade, 99%) was from Fluka (Buchs, Switzerland). 
Tetrahydrofuran (THF), dimethyl sulfoxide (DMSO) and N,N’-
dimethylformamide (DMF) and 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
ethanesulfonic acid (HEPES) was supplied by Aldrich (Steinheim, 
Germany). The EPR probe, 4-(2’,2’’,6’,6’’-tetramethylpiperidine-1-N-
oxyl)trimethylammonium bromide (CAT1) was synthesized following 
literature procedure.23 
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Water was purified using a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA). 
All solutions prepared for HPLC were passed through a 0.45 μm nylon 
filter before use. 
7.5.2.2. Polymer preparation 
Molecularly imprinted micro- and nanoparticles were synthesized 
using precipitation polymerization. The template molecule, ENR (181.1 mg; 
0.5 mmol) and the functional monomers, MAA (175 μL; 2 mmol) and 
HEMA (248 μL; 2 mmol), were dissolved in 15 mL of ACN in a 100 mL 
round-bottom flask. The cross-linkers DVB, EDMA, TRIM, or their 
mixtures, at the concentrations listed in Table 1, and the free radical 
initiator (ABDV, 1% weight of all monomers) were then added. The 
solution was homogenized and then purged with argon for 10 min.  
Table 1. Cross-linker composition in the pre-polymerization mixture according to an 
experimental mixture centroid design. 
Polymer DVB (mmol) TRIM (mmol) EDMA (mmol) 
MIP25 5 0 0 
MIP26 0 0 5 
MIP27 0 5 0 
MIP28 2.5 0 2.5 
MIP29 2.5 2.5 0 
MIP30 0 2.5 2.5 
MIP31 1.67 1.67 1.67 
 The solution was transferred to a borosilicate glass tube (50 mL) 
fit with a thermostated water jacket and the mixture was stirred (ca. 
34 rpm) using a Heidolph RZR 2021 (Heidolph, Schwabach, Germany) 
mechanical overhead stirrer. The temperature was controlled with a 
digital water bath (Polyscience 9105 circulator, Polyscience, Niles, IL) 
and was held at 60 ºC for 24 h. Upon completion of polymerization the 
particles were separated by centrifugation (Centrifuge 5804 R, 
Eppendorf, Stenvenage, UK) at 10000 rpm for 10 min. For template 
removal, the particles were extracted by successive washing and 
centrifugation steps with methanol containing 5% TFA until no trace of 
the template was detected by chromatographic analysis of the washing 
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solution with fluorescence detection. Finally, the particles were washed 
with a mixture of MeOH and acetone (1:1, v/v) and dried overnight in a 
vacuum oven at 40 ºC. Non-imprinted (NIP) polymers were prepared in 
the same way as the MIPs but in the absence of the template molecule. 
7.5.2.3. Polymer characterization 
Fourier Transform Infrared (FTIR) spectra of the polymers were 
obtained using a FTIR-8300 Shimadzu spectrophotometer (Shimadzu 
Corporation, Kyoto, Japan). Particle size and morphology were 
characterized by scanning electron microscopy (SEM) in a JEOL JSM-
6400F Field Emission scanning electron microscope (JEOL Ltd., Tokyo, 
Japan) operating at 15 kV. Polymer samples were coated with gold 
before SEM measurements. 
The particle-diameter dispersity (PDD) of the polymer microspheres 
was calculated from the SEM data measuring the size of, at least, 100 
particles and applying the following equations: 
Equation 1.    𝑃𝐷𝐷 = 𝐷𝑤/𝐷𝑛 
Equation 2.   𝐷𝑛 = ∑ 𝑛𝑖𝐷𝑖
𝑘
𝑖=1 /∑ 𝑛𝑖
𝑘
𝑖=1  
Equation 3.   𝐷𝑤 = ∑ 𝑛𝑖𝐷𝑖
4𝑘
𝑖=1 /∑ 𝑛𝑖𝐷𝑖
3𝑘
𝑖=1  
where 𝐷𝑤  is the weight-average diameter, 𝐷𝑛  is the number-average 
diameter, 𝐷𝑖  the particle diameter of the beads, 𝑘 the total number of 
measured particles and 𝑛𝑖 the number of measured particles with the 
same diameter.24,25 
Particle size distributions of the polymer microspheres were 
measured by dynamic light scattering using a CGS-8 (ALV GmbH, 
Hessen, Germany) instrument equipped with an Ar laser (Coherent I300, 
514.5 nm). The average scattered intensity was recorded using a 
scattering angle of 30 − 140º, at 30 ºC. The apparent hydrodynamic 
radius (𝑅𝐻
𝑎𝑝𝑝
) of the particles was determined from the calculated apparent 
self-diffusion coefficient (𝐷𝑎𝑝𝑝), by applying the Stokes−Einstein equation:26 
Equation 4.    𝐷𝑎𝑝𝑝 =
𝑘𝐵𝑇
6𝜋𝜂𝑅𝐻
𝑎𝑝𝑝 
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where 𝑘𝐵 is the Boltzmann constant, 𝑇 is the temperature, and 𝜂 is the 
solvent viscosity. 
Porosity and surface area analysis were assessed by nitrogen 
adsorption−desorption porosimetry using an ASAP 2020 instrument 
(Micromeritics, Norcross, GA) at 77 K. Before the adsorption 
measurements, the samples were outgassed (10−3 Torr) at 50 ºC for 2 h 
and at 30 ºC for 8 h. The Brunauer−Emmett−Teller (BET) method was 
applied to calculate the specific surface area of the polymeric materials. 
The external surface area was obtained from the so-called t-plots 
calculated by the Harking and Jura equation while the pore size 
distribution was calculated by the Barret−Joyner−Halenda (BJH) method 
as described previously.27 
7.5.2.4. Chromatographic evaluation of polymers 
The polymers were packed into stainless columns (30 × 2.1 mm) 
using a slurry packer (Alltech Model 1666, Deerfield, IL) with methanol 
as packing solvent. Chromatographic analyses were carried out with an 
HP-1100 HPLC from Agilent Technologies (Palo Alto, CA) equipped with 
a quaternary pump, online degasser, autosampler, automatic injector, 
column thermostat, fluorescence detector and absorbance (diode array) 
detector. Fluoroquinolone stock solutions (200 μg·mL-1) were prepared 
in 0.02 M H3PO4 (0.01 M NaOH in the case of FLU and OXO). These 
solutions were stored at 4 ºC in the dark for no longer than 1 month. 
The binding affinity of the polymers to ENR (1 mM) was evaluated 
using different mobile phases ranging from 100% ACN to 100% HEPES 
buffer solution (0.1 M, pH 7.5). Analyses were performed at a flow of 
0.2 mL·min-1, and the column temperature was kept at 25 ºC. The 
injection volume was 20 μL and the UV detector was set to 260 nm. 
Cross-selectivity of the polymers toward structurally related analogues 
of the template molecule and other nonrelated compounds (Figure 8) 
was evaluated under the same experimental conditions. The retention 
factor (𝑘) for each analyte was calculated as 𝑘 = (𝑡 − 𝑡0)/𝑡0, where 𝑡 and 
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𝑡0  are the retention times of the analyte and the void marker (ACN 
containing 0.5% of acetone), respectively. Imprinting factors were 
evaluated as 𝐼𝐹 = 𝑘𝑀𝐼𝑃/𝑘𝑁𝐼𝑃 , where 𝑘𝑀𝐼𝑃  and 𝑘𝑁𝐼𝑃  are the retention 
factors of the analyte in the columns filled with MIP and NIP, 
respectively. Injections were carried out in triplicate. 
The binding capacity of the polymers and the homogeneity of the 
binding sites were assessed by frontal chromatography following the 
procedure described by Kim and co-workers.28 The MIP/NIP columns 
were equilibrated with ACN/water (0.1 M HEPES, pH 7.5) (50:50, v/v) 
as mobile phase. Solutions of the antimicrobials (0.03−0.50 mM), 
prepared in the mobile phase were pumped at a flow rate of 
0.2 mL·min-1 until a plateau in the fluorescence signal was attained. To 
ensure the complete removal of the analyte, we washed the columns 
after each measurement with 20 mL of methanol containing 0.5% of 
trifluoroacetic acid at 0.2 mL·min-1 and reequilibrated with 12 mL of the 
mobile phase before a new measurement. The breakthrough volume 
was calculated from the maximum numerical value of the first 
derivative of the frontal chromatogram. The breakthrough volume for a 
nonretained analyte was measured by eluting the columns with ACN 
containing 0.5% of acetone. All analyses were carried out in triplicate at 
room temperature. 
The frontal analysis data were plotted in binding isotherms that 
were fitted to several isotherm adsorption models using SigmaPlot 11.0 
(Systat Software Inc., San Jose, CA) for the calculation of the 
thermodynamic constants. 
7.5.2.5. Hydrodynamic performance of polymer particles 
Pressure stability of the polymer was tested by packing the 
particles into a 20 × 2.1 mm stainless steel column (Upchurch Scientific, 
Oak Harbor, WA). The column was coupled to a HP-1100 quaternary 
pump (Agilent Technologies, Palo Alto, CA) and the pressure drop over 
the packed bed was measured at different flow rates of the mobile phase.29 
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The specific permeability was calculated according to Darcy’s law 
(Equation 5): 
Equation 5.    𝑢 =
𝛥𝑃𝐾0𝑑𝑝
2
𝜂𝐿
 
where 𝑢  is the flow rate, ΔP  is the column pressure drop, 𝐾0  is the 
specific permeability, 𝑑𝑝  is the average size of the particles, 𝜂  is the 
viscosity of the solvent, and 𝐿 is the length of the column. The system 
was run isocratically with ACN as mobile phase. ACN containing 0.5% 
acetone was used as the void marker. The pressure drop across the 
microparticle-size columns was monitored with the built-in pressure 
sensor of the pump. After the pressure test, the column was unpacked, 
and the particles were vacuum-dried before being subject to SEM. 
7.5.2.6. Analysis by EPR 
The polymers (2.5 mg) were incubated overnight in 1 mL of HEPES 
buffer (25 mM, pH 7.5) containing 0.5 mM CAT1. After centrifugation, 
the supernatant was removed, and the polymers were washed twice 
with the same buffer (1 + 1 mL) and transferred to capillary Pyrex tubes 
(1 mm inner diameter) for EPR measurements. UV spectroscopy was 
used to calculate the amount of CAT1 bound to the polymers by 
monitoring the absorbance of the supernatant solution, before and after 
incubation The retention of CAT1 in the MIP or NIP polymers was in the 
range of 1.2 − 1.7% (RSD < 5%, n = 3) for all the polymers tested. The 
EPR spectra were recorded on a Bruker EMX spectrometer operating at 
X-band (9.5 G) at room temperature. Computation of spectra was 
accomplished by utilizing the computer program developed by Freed, 
Budil, and coworkers.30 The main parameters extracted from the spectral 
analysis are: 
(1) The 𝑔𝑖𝑖  components of the 𝑔 tensor for the coupling between 
the electron spin and the magnetic field. The values were 𝑔𝑖𝑖 = 2.009, 
2.006, and 2.0023 and did not show significant variation between 
different samples, and therefore, they are not discussed further. 
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(2) The 𝐴𝑖𝑖  components of the coupling tensor between the 
electron spin and the nuclear nitrogen spin, 𝐴. For comparison, the 
average value 〈𝐴〉 = (𝐴𝑥𝑥 + 𝐴𝑦𝑦 + 𝐴𝑧𝑧)/3, whose increase is related to an 
increase in environmental polarity of the radicals, is reported. The 
accuracy of this parameter is ± 0.01 G. 
(3) The correlation time for the rotational diffusion motion of the 
probe, 𝜏. The Brownian diffusion model (𝐷𝑖 = 1/(6𝜏𝑖)) was assumed in 
the computation, where 𝐷 is the diffusion coefficient. In this case the 
main component of the correlation time for motion is the perpendicular 
component, 𝜏. An increase in 𝜏 corresponds to a decrease in the radical 
mobility that, in turn, reflects the microviscosity and interactions of the 
radical with functional groups at the binding sites. The accuracy of this 
parameter is ± 0.01 ns. 
(4) The intrinsic line width (indicated as LW), which increases 
with the increase of spin−spin interactions arising from probes close to 
each other. The accuracy of these parameters is ± 0.02 G.  
In cases where the experimental spectra are constituted by two or 
three spectral components due to CAT1 in motionally different 
environments, the components were subtracted and computed separately 
to obtain the mobility and polarity parameters characteristic of each 
probe environment. The relative percentages of the probe populations 
were obtained from double integration of each spectral component. The 
accuracy of these parameters is ± 1%. 
7.5.2.7. Experimental design and data processing 
To evaluate the effect of the nature of the cross-linker on the size, 
dispersity, and yield of the polymer beads, we used an experimental 
mixture design in which factors represent the fraction of a given 
component in a mixture.31,32 With the experimental results of the 
experimental design, a polynomial model, describing the relation 
between a response and the considered factors, was build.33,34 The 
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model was interpreted graphically, by drawing 2D contour plots, and 
statistically applying Analysis of Variance. 
Three cross-linkers, namely, EDMA, DVB, and TRIM, have been 
considered as factors of interest, that is, ingredients of the mixture. The 
experimental mixture design used in this work was a simplex centroid 
design. In such approach, the experimentation points form a {𝑞, 𝑛} 
lattice in a ( 𝑞 − 1 ) dimension simplex, where 𝑞  is the number of 
components and 𝑛  is the degree of the polynomial model. In a 𝑞 -
component simplex centroid design, the number of distinct points is 
2𝑞 − 1 . When 𝑞 = 3 the constrained experimental region can be 
represented with an equilateral triangle as shown in Figure 2. 
 
Figure 2. A three-component experimental mixture centroid design. 
The coordinates of the seven designed points correspond to the 
amount of each cross-linker in the prepolymerization mixture. Thus, 
coordinates (1,0,0), (0,1,0), and (0,0,1) (vertices of the triangle) correspond 
to the pure q component (i.e., polymers synthesized with one cross-
linker); coordinates (1/2,1/2,0), (0,1/2,1/2), and (1/2,0,1/2) (midpoints 
of the three sides of the triangle) are ascribed to binary mixtures (i.e., 
polymers synthesized mixing two cross-linkers) and the central point 
(1/3,1/3,1/3) (centroid) corresponds to the ternary mixture (i.e., a 
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polymer synthesized mixing the three crosslinkers). Table 1 shows the 
cross-linker composition for the polymers synthesized in the 
experimental mixture design. The amount of template (ENR), functional 
monomers (MAA and HEMA), volume of ACN and percentage of initiator 
(ABDV) were kept constant throughout all the experiments. 
After data were collected, they were fitted to a special cubic 
polynomial model applying least-squares regression to estimate the 
unknown coefficients in Equation 6: 
Equation 6. 𝑌 = 𝑏1𝑋1 + 𝑏2𝑋2 + 𝑏3𝑋3 + 𝑏12𝑋1𝑋2 + 𝑏13𝑋1𝑋3 + 𝑏23𝑋2𝑋3 + 𝑏123𝑋1𝑋2𝑋3 
where 𝑌  is the response, 𝑏i  is the magnitude of the effect of each 
component, 𝑏ij is the magnitude of the synergistic or antagonistic effect 
of two-components, and 𝑏ijk  is the magnitude of the synergistic or 
antagonistic effect of the three components on the response. 𝑋i denote 
the proportions of the q components in the mixture. The computer 
program Design-Expert 7.1.5 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN) was 
used to analyze the results. 
7.5.3. Results and discussion 
In a previous study, we described the preparation of water-
compatible ENR-imprinted polymers using bulk polymerization.35 The 
polymers were synthesized using MAA as functional monomer, HEMA 
as hydrophilic comonomer, EDMA as cross-linker, and ACN as 
porogenic solvent. The MIP showed selective recognition to ENR and 
related structural analogues, allowing their direct extraction from 
aqueous samples. However, the irregular shape and particle size of the 
imprinted materials were a shortcoming for online SPE and μ-HPLC 
applications. In the present work, we have focused on the preparation of 
monodisperse ENR-selective MIP beads by precipitation polymerization 
with a controllable size in the range of 2−3 μm suitable for such 
applications. The same combination of functional monomers was 
selected as they provided selective recognition of the antimicrobials in 
aqueous rich samples. A number of factors including the nature and 
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concentration of the polymerization components have been evaluated to 
determine their impact on the size and shape of the resulting MIPs. 
7.5.3.1. Selection of polymerization solvent 
Initially, we explored the effect of several porogenic solvents and 
solvent mixtures on the preparation of narrow disperse microparticles 
by precipitation polymerization. It has been shown that ACN is an 
effective solvent for the preparation of uniform polymeric beads using 
DVB as the cross-linker.19 MIP particles with good capacities and 
porosities have also been described using mixtures of ACN and toluene 
(near θ-solvents) in combination with DVB, as the presence of the 
cosolvent improves the compatibility with the oligomers and retards 
phase separation during polymerization.17,18 Therefore, we explored the 
ability of these solvents (V = 15 mL), as well as MeOH, THF, DMSO, or 
DMF, to promote microparticle formation in the polymerization of MIPs. 
The polymers were prepared by mixing ENR (0.5 mmol) as template, 
MAA (2 mmol) and HEMA (2 mmol) as functional monomers, and a 
mixture of DVB (2.5 mmol) and EDMA (2.5 mmol) as cross-linkers, in 
15 mL solvent. 
As reported by Goh and Stover, the Hansen solubility parameters 
have shown to be more useful than the Hildebrand parameter to explain 
the role of the solvent in the formation of micron sized particles in 
polymerizations involving MAA.36 In agreement with these authors, 
decreasing the solvency of the medium favors polymer−polymer 
interactions thus promoting polymer desolvation and microspheres 
formation. Table 6 and Table 7 summarize the three-dimensional 
Hansen solubility parameter values for the polymerization components 
and for the various solvents included in the study. 
The Hansen’s three-dimensional solubility parameters differentiate 
between three types of interactions between the polymer and the solvent 
(i.e., dispersive (δd), polar (δp), and hydrogen bonding (δh)). In this work, 
soluble MIP polymers were obtained when solvents with either low δp 
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and δh (THF), or medium δp but high δh (MeOH) were used, while 
solvents with moderate δh (DMSO and DMF) led to coagulation. Neat 
ACN, with high δp (18 MPa1/2) and low δh (6.1 MPa1/2), led to the 
formation of narrow disperse microspheres with spherical shape and 
smooth surface, for both MIP and NIP.37 The shapes and particle sizes 
of the MIP/NIP polymers prepared in the different solvents are 
summarized in Table 7. 
To produce particles with higher porosities, we mixed a 
thermodynamically good solvent (toluene) with ACN to favor solvation of 
the incoming polymeric phase.38 Li and Stover reported the effectiveness 
of such mixture for precipitation polymerizations when DVB was used 
as a cross-linker, as it yielded high-quality bead-shaped polymers with 
reasonable yields and well developed pore structure.39 However, all our 
attempts to use toluene as cosolvent (ACN/toluene, 75:25 v/v) led to 
the formation of polydisperse nanoparticles when ENR was used as the 
template. We attribute this result to the low solvency of the 
ACN/toluene mixture toward the template and to the low solubility of 
the monomers, which do not match the Hansen solubility parameter for 
the solvent mixture and exert a negative effect on chain formation 
during the early stages of the precipitation polymerization process. 
These results, together with the well-known performance of ACN 
in molecular imprinting polymerizations, led us to select ACN as 
porogen for the synthesis of the ENR imprinted beads.40 
7.5.3.2. Effect of the solvent volume and monomer concentration 
To investigate the effect of the porogen volume on the morphology 
and size of the resulting beads, we prepared several polymers, keeping 
constant the amount of template (ENR), functional monomers (MAA and 
HEMA) as well as cross-linker (EDMA) and increasing the volume of 
ACN (Table 8). Figure 9 shows the SEM images of the beads prepared 
with increasing amounts of porogen. Higher solvent volumes led to a 
decrease in the particle size that ranged from 997 nm (MIP4) to 343 nm 
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(MIP1) when the volume was increased from 15 to 40 mL, respectively. 
Volumes lower than 15 mL led to particle coagulation. It should also be 
mentioned that, according to the dynamic light scattering results, the 
apparent hydrodynamic radius (𝑅ℎ) distribution of the polymer particles 
was extremely narrow (CV% < 7%; Figure 10), reflecting the high quality 
shapes of the imprinted beads. 
Increasing the amount of DVB resulted in spherical beads with 
larger average particle diameters, up to 2.9 μm. This suggests that 
higher amounts of DVB enhance the solubility of the oligomers leading 
to the formation of beads with larger particle diameter (Figure 11). 
Similar results and morphologies have been reported for poly(MAA-co-
DVB),41 poly(MAA-co-PEGMM-co-EDMA),36 and poly(DVB) microspheres,39 
where increasing the concentration of the crosslinking agent led to an 
increase in the particle size. 
7.5.3.3. Effect of the cross-linking monomer 
7.5.3.3.1. Type and concentration 
The formation of stable spherical polymer particles by precipitation 
polymerization depends on both the type of cross-linker and its 
concentration in the prepolymerization mixture.42 Thus, we evaluated 
the effect of both factors on the preparation of ENR selective MIP beads 
by applying a mixture design approach based on a simplex lattice 
design (Figure 2). The amount of template (ENR), functional monomers 
(MAA and HEMA), initiator (ABDV), and the volume of porogen (ACN) 
were kept constant, and the concentration of EDMA, DVB, TRIM, or a 
combination of the three was varied, as described in Table 1. 
Figure 3 (A and B) shows the response contour plots for the fitted 
polynomial models obtained for the particle size and the surface area as 
a response, respectively. As shown in the SEM micrographs (Figure 3 C), 
the MIPs showed important morphological differences, ranging from 
macrogels to microspheres, depending on the cross-linker(s) 
composition in the prepolymerization mixture. The use of DVB (MIP25) 
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produced polymer beads with a narrow size distribution (2.86 ± 0.03 μm, 
PDD 1.00 ± 0.01) and low porosities (< 5 m2·g-1). Besides, better shaped 
spherical particles (circularity close to 1) were obtained with increasing 
amounts of DVB in the prepolymerization mixture (Table 2). The 
polymers synthesized with EDMA (MIP26) or TRIM (MIP27) as cross-
linkers were in the form of aggregates of particles or coagula with a high 
surface area (Figure 3). 
 
Figure 3. Response contour plots for the empirical models estimated by fitting (A) the 
average diameter and (B) the BET-specific surface area data of the MIPs as a function of 
the type and amount of cross-linker(s). (C) Scanning electron micrographs for the 
experimental mixture design formulations (see Table 1 and Figure 2). 
 Polymer aggregates were also obtained when equimolar amounts 
of DVB/TRIM (molar ratio, 1:1) (MIP29) were used in the synthesis, with 
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average particle sizes ranging between those obtained for DVB and 
TRIM-based MIPs. Moreover, the surface area of the DVB/TRIM polymer 
was similar to that of the one prepared with DVB, suggesting an 
important influence of this cross-linker on the porosity of the materials. 
The use of equimolar amounts of EDMA/DVB (molar ratio, 1:1) (MIP28) 
resulted in beads with a similar morphology to MIP25, but larger 
particle sizes (3.22 ± 0.03 μm, PDD 1.01 ± 0.01) and lower surface areas 
(< 5 m2·g-1) were obtained with a higher yield (42%) than MIP25 (11%). 
However, bead circularity and surface roughness were very similar. 
Eventually, a mixture of the three cross-linkers resulted in a coagulum 
of microparticles with a 2.1 μm particle size and a surface area of 
17 m2·g-1 (MIP31). 
Table 2. Average diameter, BET surface area, and circularity of the ENR imprinted and 
the corresponding non-imprinted polymer microspheres. 
Polymera 
Diameter 
(µm)b 
BET specific surface 
area (m2·g-1) 
Circularityc 
MIP25 2.86 ± 0.03 < 5d 1.00 ± 0.01 
NIP25 2.53 ± 0.01 < 5d 1.00 ± 0.01 
MIP26 0.21 ± 0.05 36.3 ± 0.4 0.89 ± 0.04 
MIP27 0.19 ± 0.08 118 ± 1 0.6 ± 0.3 
MIP28 3.22 ± 0.03 < 5d 1.00 ± 0.01 
NIP28 3.54 ± 0.06 < 5d 1.00 ± 0.01 
MIP29 2.4 ± 0.6 < 5d 0.8 ± 0.1 
MIP30 0.12 ± 0.02 82.8 ± 0.5 0.6 ± 0.1 
MIP31 2.1 ± 0.3 17.0 ± 0.2 0.7 ± 0.1 
a Polymer composition: template (ENR), 0.5 mmol (imprinted polymers); MAA, 2 mmol; 
HEMA, 2 mmol; cross-linker, see Table 1; initiator (ABDV), 1% (w/w); ACN, 15 mL. b 
Average diameter for at least 100 particles. c Circularity is defined as the ratio between 
the circumference of a circle of equivalent area to the particle and the perimeter of the 
particle itself. d Minimum surface area was determined with precision in the ASAP 2020 
instrument (± confidence interval,  = 0.05). 
Interestingly, the particle size of NIP25, prepared with DVB 
(2.53 ± 0.01 μm) was slightly smaller than that of the corresponding MIP, 
but the opposite was observed when equimolar mixtures of DVB/EDMA 
were used (NIP28, 3.54 ± 0.06 μm), confirming that the presence of the 
template also exerts an important effect on the particle size. 
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To validate the empirical mixture model, we prepared a new MIP 
with a mixture of cross-linkers EDMA/DVB, at molar ratios of 1:4, 
which according to the empirical model should result in beads with a 
particle size of 3.4 ± 0.5 μm. The resulting polymer showed a similar 
morphology to MIP25 and MIP28 and a particle size of 2.89 ± 0.01 μm 
that does not significantly differ ( = 0.05) from the predicted value, 
confirming the adequate prediction ability of the empirical mixture model. 
7.5.3.3.2. FTIR analysis 
The FTIR spectra of the imprinted polymers (Figure 12) showed 
characteristic bands at ca. 1725 cm-1 (C=O stretch vibration), 3500 cm-1 
(O−H stretch), 2950 cm-1 (C−H stretch), 1460 cm-1 (C−O−H bending), 
1390 cm-1 (C−H bending) and 960 cm-1 (C−CH3 bending). The polymers 
prepared with EDMA and TRIM showed the characteristic symmetric 
and asymmetric ester C=O stretching bands at 1260 and 1155 cm-1, 
respectively.43 However, these bands overlap when DVB was used as 
crosslinker (MIP28, MIP29). The spectra of the polymer prepared with 
DVB (MIP25) showed five bands at ca. 711, 798, 835, 903, and 990 cm-1 
corresponding to the out-of-plane bending of the aromatic C−H. 
The polymers prepared with cross-linker mixtures showed the 
characteristic IR bands for each monomer at relative intensity ratio that 
correlates with the polymerization ratios. In all cases, a band at ca. 
1635 cm-1, with moderate to weak intensity, assigned to the C=C stretch 
vibration was observed in the spectra reflecting the presence of 
unreacted double bonds. 
7.5.3.3.3. EPR analysis 
EPR in conjunction with the positively charged nitroxide (CAT1) 
as probe was used to investigate the microenvironmental properties of 
the interior binding sites for ENR in MIP25 and MIP28 and compared to 
NIP25 and NIP28, respectively. EPR spectra were recorded after 
incubation of polymer particles in solutions containing CAT1 and 
washing (see Experimental section 7.5.2.6.). The EPR spectra were 
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characteristic of two major components: CAT1 free in solution and CAT1 
bound to the polymer particles. The free component was subtracted, 
and the bound component was subjected to computation. This bound 
component was, in turn, constituted by one or two components. The 
experimental and computed EPR spectra of CAT1 bound to polymer 
particles are shown in Figure 4, and the main parameters for 
computation are summarized in Table 3. 
 
Figure 4. (Black) Experimental and (red) simulated EPR spectra of bound CAT1 on MIPs 
and NIPs. 
Significantly weaker EPR signals were observed for non-imprinted 
polymer particles compared to imprinted polymer particles, which is 
consistent with the lack of ENR binding sites for non-imprinted 
polymers. For example, the integrated signal intensity of the EPR 
spectrum for NIP25 was 5 times weaker than for MIP25 (Figure 4). The 
EPR spectrum of CAT1 bound to NIP25 was computed with a single 
component in slow motion conditions with a correlation time for the 
rotational mobility of 𝜏  = 5.37 ns. Two components were required to 
compute the spectrum of CAT1 bound to MIP25 and MIP28 (Table 3). 
The presence of two components for the MIPs indicates the presence of 
two binding sites in different environments, one more fluid and one less 
fluid (more viscous). The major component, at a relative percentage of 
60% for MIP25 and 65% for MIP28, shows a lower mobility (𝜏 = 5.6 ns). 
The minor component, 40% for MIP25 and 35% for MIP28, shows a 
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faster mobility (𝜏 = 2.35 ns). This minor component shows some line 
broadening (2 G) which might be caused by spin−spin interactions 
probably arising from a higher local concentration of CAT1 in MIPs. 
Table 3. Main parameters extracted from the computation of the EPR spectra. 
Sample % Componenta 〈𝑨〉 (G)b 𝝉 (ns)c Line width (G)d 
MIP25 
60 16.67 5.60 1.0 
40 16.67 2.35 2.0 
NIP25 100 16.67 5.37 1.0 
MIP28 
65 16.70 5.60 1.0 
35 16.70 2.35 2.0 
NIP28 
70 16.83 6.30 0.7 
30 16.83 1.87 1.5 
Buffere 100 16.78 0.05 0.7 
a Percentage of signal contribution of the components (one or two) of bound CAT1 to MIPs 
and NIPs. b Average coupling constant. c Correlation time for rotational diffusion motion. 
d Intrinsic line width. eFree CAT1 in aqueous buffer solution. 
Information on the polarity of the binding sites can be derived from 
the coupling constants 〈𝐴〉 (Table 3). A higher 〈𝐴〉 value corresponds to a 
higher polarity. The bound CAT1 showed a coupling constant of 
〈𝐴〉 = 16.67 G for MIP25 and NIP25 and 〈𝐴〉 = 16.7 G for MIP28, which is 
slightly less polar than free CAT1 in aqueous solution (〈𝐴〉 = 16.78 G). A 
slight increase in polarity of the binding site was observed for NIP28 
(〈𝐴〉 = 16.83 G). All investigated MIPs and NIPs showed relatively high 
coupling constants, which corresponds to polar binding sites. This is 
consistent with free carboxylic acid groups on the surface of the binding 
pockets. 
7.5.3.4. Chromatographic evaluation of the polymer microspheres 
The binding capacity and selectivity of MIP25 and MIP28 to the 
antibiotic ENR were assessed by liquid chromatography. The beads 
were packed in a chromatographic column and the selective retention of 
FQ antimicrobials was evaluated using mixtures of ACN and 0.1 M HEPES 
buffer, pH 7.5 with increasing organic solvent content (0 – 100%, v/v) 
as mobile phase. As shown in Table 4, an imprinted effect is observed 
for ENR in pure ACN, both for MIP25 and MIP28. In fact, ENR was more 
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strongly retained on MIP28 (no elution after 60 min) than on MIP25. 
The addition of 10% buffer decreases the retention times on both the 
MIP and the NIP, although the retention factor on the imprinted 
material remains always higher. The imprinting factor (𝐼𝐹 ) increases 
with the buffer concentration reaching a maximum at 75% aqueous 
buffer (𝐼𝐹 ≥ 3.3) for both polymers. The retention times increased again 
at concentrations over 90% aqueous buffer; however, no selective 
retention was attained in such media, suggesting the presence of 
nonspecific hydrophobic interactions with the polymeric materials. 
Table 4. Retention behavior of ENR on MIP25/NIP25 and MIP28/NIP28 polymers.a 
Mobile phase 
ACN:HEPES buffer 
(0.1 M, pH 7.5) 
𝒌𝑴𝑰𝑷𝟐𝟓b 𝒌𝑵𝑰𝑷𝟐𝟓b 𝑰𝑭c 𝒌𝑴𝑰𝑷𝟐𝟖b 𝒌𝑵𝑰𝑷𝟐𝟖b 𝑰𝑭c 
100:0 77 16 4.8 NEd NEd  
90:10 11 5.4 2.0 12 4.0 3.0 
75:25 14 6.4 2.2 15 4.6 3.3 
50:50 26 12 2.2 28 8.3 3.4 
40:60 55 18 3.1 48 13 3.7 
25:75 180 55 3.3 140 37 3.8 
10:90 448 448 1.0 398 433 0.9 
0:100 426 426 1.0 NEd NEd  
a Analyte concentration, 1 mM; injection volume, 20 μL; flow rate, 0.2 mL·min-1. Column: 
30 × 2.1 mm. b Retention factor calculated as 𝑘 = (𝑡𝑟 − 𝑡0)/𝑡0, where 𝑡𝑟 is the retention 
time of the analyte, and 𝑡0  is the retention time of an unretained component (void 
marker). c Imprinting factor: 𝐼𝐹 = 𝑘𝑀𝐼𝑃/𝑘𝑁𝐼𝑃 (n = 3). d NE: not eluted after 60 min. 
The binding properties and the homogeneity of the binding sites 
of MIP25 and MIP28 were assessed by frontal analysis. The binding 
features of ENR to both the MIPs and the NIPs were accurately modeled 
using the Freundlich isotherm model (Figure 5). The model developed by 
Rampey and co-workers (Equation 7) was applied to estimate the affinity 
distribution, the apparent number of binding sites, ?̅?𝐾1−𝐾2 , and the 
apparent weighted average affinity, ?̅?𝐾1−𝐾2 , and the results are 
summarized in Table 5.44 
Equation 7.   𝑁(𝐾) = 2.303𝑎𝑛(1 − 𝑛2)𝑒−2.303𝑛 𝑙𝑜𝑔𝐾 
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Figure 5. Adsorption isotherms of ENR on (black) MIPs and (red) NIPs for polymer (A) 
MIP25 and (B) MIP28 in ACN/HEPES buffer solution (0.1 M, pH 7.5) (50:50, v/v). Data 
fitted to a Freundlich adsorption isotherm model. 
The comparison of the affinity distributions of the polymers show 
that the binding capacity of MIPs is always higher than for the 
corresponding NIPs, especially for MIP25 (MIP25: 6.9 ± 0.8 μmol·g-1; NIP25: 
1.8 ± 0.5 μmol·g-1; MIP28: 4.7 ± 0.2 μmol·g-1; NIP28: 1.1 ± 0.1 μmol·g-1). 
Slightly lower values of the heterogeneity index, meaning a more 
heterogeneous polymer, were obtained for MIP25 (0.62 ± 0.01), which 
also showed a higher average binding affinity (7558 ± 44 M-1) for ENR 
than MIP28 (7283 ± 19 M-1), as well as for the corresponding NIPs 
(NIP25: 6499 ± 48 M-1; NIP28: 6440 ± 27 M-1). 
Table 5. Freundlich adsorption isotherm fitting parameters, apparent weighted average 
affinity, and apparent number of binding sites.a,b 
 MIP25 NIP25 MIP28 NIP28 
Apparent weighted average 
affinity ?̅?𝑲𝟏−𝑲𝟐 (M
−1)c 
7558 (44) 6499 (48) 7283 (19) 6440 (27) 
Apparent number of binding 
sites ?̅?𝑲𝟏−𝑲𝟐 (μmol·g
-1)c 
6.9 (0.8) 1.8 (0.5) 4.7 (0.2) 1.1 (0.1) 
Heterogeneity parameter nd 0.62 (0.01) 0.86 (0.01) 0.68 (0.01) 0.88 (0.01) 
Preexponential factor a 
(μmol·g-1 (L·mol-1)n)d 
1531 (117) 5488 (538) 1798 (61) 4008 (219) 
r2 0.9988 0.9990 0.9998 0.9997 
a Calculated according to ref 44. b Standard error in parentheses. c Free analyte 
concentration range, 0.03−0.5 mM (n = 3). d Freundlich adsorption isotherm model 
parameter. 𝐵 = 𝑎𝐹𝑛, where 𝐵 and 𝐹 are the concentrations of bound and free analytes, 
respectively. 
To evaluate the cross-selectivity of the imprinted microbeads and 
identify the noncovalent forces involved in the selective interaction of 
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the polymers with a series of different antimicrobials, samples containing 
equimolar concentrations of the antibiotics (ENR, CIP, DAN, LEV, SAR, 
NOR, DOX, OXO, FLU) were injected in the MIP or NIP columns using 
different mobile phases (ACN/water (0.1 M HEPES, pH 7.5)). As can be 
observed in Figure 6, the highest 𝐼𝐹𝑠 in both polymers were obtained 
with the template molecule (ENR); however, other structurally related 
fluoroquinolones, such as CIP, DAN, LEV, SAR, and NOR also showed 
good retention for buffer concentrations in the range from 25 to 75% 
(v/v) in the mobile phase (1.5 < 𝐼𝐹  < 2.2). As reported previously, 
selective retention can be explained considering the ionic interactions 
between the positively charged piperazinyl moiety on the antimicrobials 
and the carboxylate groups in the polymeric network.35,45 Other 
fluoroquinolones such as OXO and FLU, which does not contain such 
ring, or other nonstructurally related antibiotics, DOX, showed 𝐼𝐹 < 1.2 
in both polymers. 
 
Figure 6. Cross-selectivity for ENR and structurally related and nonrelated analogs (see 
chemical structures in Figure 8) in HPLC columns packed with (A) MIP25 and (B) MIP28. 
Solvent: ACN/HEPES buffer solution (0.1 M, pH 7.5). Imprinting factor (𝐼𝐹) calculated as 
𝐼𝐹 = 𝑘𝑀𝐼𝑃/𝑘𝑁𝐼𝑃. Retention factor (𝑘) calculated as 𝑘 = (𝑡𝑟 − 𝑡0)/𝑡0, where 𝑡𝑟 and 𝑡0 are the 
retention time of the analyte and the void marker (acetone), respectively. 
Application of MIP28 as a stationary phase for the separation of a 
solution of CIP, ENR, FLU, OXO, NAF, and DOX resulted in the 
chromatogram shown in Figure 7. 
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Figure 7. Elution profile of enrofloxacin (ENR), ciprofloxacin (CIP), flumequine (FLU), 
oxolinic acid (OXO), and nafcillin (NAF) using (blue) MIP28 and (red) NIP28 as stationary 
phases in HPLC. Column dimensions, 30 × 2.1 mm; mobile phase, ACN/HEPES buffer 
solution (50 mM) 50:50 (v/v) containing piperidine as modifier; pH gradient, 7.5−3 with 
0.1% TFA in ACN; flow rate, 0.5 mL·min-1; detection, 280 nm; injection volume, 20 μL; 
analyte concentration, 1 mM. 
A solution of HEPES 50 mM containing 25% of ACN and 36 mM 
piperidine was selected as mobile phase. A pH gradient from pH 7.5 to 
3.0 was applied to favor protonation of the carboxyl groups in the MIP 
and, hence, facilitate the elution of the more retained analytes (Table 9). 
The retention factors for CIP and ENR were 44 and 220, respectively. As 
expected from the cross-selectivity study, molecules lacking the 
piperazinyl moiety were poorly retained ( 𝑘  < 1.5) in the column. A 
baseline resolution (𝑅𝑠 = 1.6) between CIP and ENR confirmed the good 
performance of the MIP although a significant peak tailing was observed of 
both analytes that was attributed to the heterogeneity of the binding sites. 
7.5.3.5. Polymer stability and compressibility 
Packed MIP microspheres must withstand high pressures, 
without being compressed or collapse, to be useful for HPLC or “on-line” 
SPE applications. To evaluate the suitability of MIP25 and MIP28 in 
high-performance liquid chromatography, the polymers were packed in 
a 20 × 2.1 mm column and flowed with ACN as a mobile phase using a 
maximum packing pressure of 40 MPa.29 MIP25 showed significantly 
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higher backpressures than MIP28 at the same flow rates, probably due 
to a swelling effect. A plot of variation of the pressure drop vs the linear 
velocity of the mobile phase (Figure 13 A) showed a slight hysteresis for 
MIP25 and NIP25 polymers when they were subjected to a pressure 
drop up to 30 MPa. However, no hysteresis was observed for MIP28 and 
NIP28 in the same experimental conditions. A comparison of the SEM 
micrographs recorded before and after the test (Figure 14) demonstrated 
that most MIP25 microbeads were cracked or dented upon pressure 
application; however, MIP28 beads showed no signs of compression or 
collapse. 
The permeability of the MIP and NIP columns was evaluated using 
ACN as mobile phase (viscosity 0.37 cP at 25 ºC).46 The experimental 
data were fitted to Darcy’s law (Equation 5), as described in the 
Experimental Section 7.5.2.5., representing the specific permeability, 
considering the particles being nonporous, vs the linear velocity.29 As 
shown in Figure 13 B the specific permeability of MIP25 beads was 
significantly lower than for MIP28. This finding could be partially 
attributed to the different reactivity of both cross-linkers along with the 
clustering tendency of DVB that results in more compact and smaller 
particles with lower resistance to compressibility under high pressures. 
The non-imprinted polymers showed higher specific permeabilities than 
the corresponding MIPs, demonstrating that the cross-linker/template 
interactions during polymerization also affect the characteristics of the 
resulting polymers.47 
7.5.4. Conclusions 
An experimental mixture design strategy has been successfully 
applied to assess the influence of the cross-linker on the physicochemical 
characteristics of molecular imprinted microspheres selective to the 
antibiotic ENR prepared by precipitation polymerization. The application 
of a statistical mixture design has allowed unraveling the synergistic 
and antagonistic effects of different cross-linker blends on the 
morphology and porosity of MIPs, resulting in an optimal cross-linker 
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composition to produce spherical MIP beads with suitable properties for 
analytical separations such as, micrometer particle size, narrow size 
distribution, low porosity and high hardness. 
7.5.5. Supporting information 
7.5.5.1. Experimental section 
 
Figure 8. Chemical structures of enrofloxacin (ENR), ciprofloxacin (CIP), norfloxacin 
(NOR), danofloxacin (DAN), sarafloxacin (SARA), levofloxacin (LEVO), flumequine (FLU), 
oxolinic acid (OXO), doxycycline (DOX) and nafcillin (NAF). 
7.5.5.2. Results and discussion 
7.5.5.2.1. Selection of polymerization solvent 
Table 6. Estimated Hansen solubility parameters (HSP). 
 δd (MPa)1/2 δp (MPa)1/2 δh (MPa)1/2 
Template    
Enrofloxacin 20.0 10.8 10.8 
Functional monomer    
MAA 15.8 2.8 10.2 
HEMA 18.0 13.7 12.4 
Cross-linker    
DVB 18.6 1.0 7.0 
TRIM 18.5 7.9 4.9 
EDMA 19.5 11.4 7.9 
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Table 7. Morphology of the MIPs synthesized in different solvents.a 
Solvent 
δd 
(MPa)1/2 
δp 
(MPa)1/2 
δh 
(MPa)1/2 
Morphology 
Particle 
size (µm) 
MIP NIP MIP NIP 
ACN 15.3 18.0 6.1 Spherical Spherical 3.2 3.5 
MeOH 15.1 12.3 22.3 
Soluble 
polymer 
Spherical   
THF 16.8 5.7 8.0 
Soluble 
polymer 
Soluble 
polymer 
  
DMSO 18.4 16.4 10.2 Coagulum Coagulum   
DMF 17.4 13.7 11.3 Coagulum Coagulum   
ACN:toluene 
(75:25, v/v) 
17.4 16.9 4.9 
Low 
quality 
spheres 
Low 
quality 
spheres 
0.2  
a MIP composition: MIP28 (see Table 1); solvent volume: 15 mL. 
 
7.5.5.2.2. Effect of the solvent volume and monomer concentration 
Table 8. Composition of the pre-polymerization mixture. 
Polymer 
ENR 
(mmol) 
MAA 
(mmol) 
HEMA 
(mmol) 
EDMA 
(mmol) 
ACN 
(mL) 
MIP1 0.5 2 2 1 40 
MIP2 0.5 2 2 1 30 
MIP3 0.5 2 2 1 20 
MIP4 0.5 2 2 1 15 
 
 
Figure 9. Particle diameter distribution and SEM images of the MIPs obtained with 
different volume of acetonitrile. 
 
Publicaciones científicas 
303 
 
 
Figure 10. Variation of the apparent hydrodynamic radio (𝑅ℎ ) with the volume of 
acetonitrile: (A) MIP4, (B) MIP2, (C) MIP1. For polymer composition see Table 8. 
 
 
 
Figure 11. Particle-diameter dispersity (PDD), particle size and SEM images of MIP 
particles as a function of the amount of DVB: (A) 0 mmol, (B) 1 mmol, (C) 2 mmol and (D) 
4 mmol (check Table 8 for MIP4 composition). 
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7.5.5.2.3. Effect of the cross-linking monomer 
 
Figure 12. FTIR spectra of the MIPs. 
 
7.5.5.2.4. Chromatographic evaluation of the polymer microspheres 
Table 9. MIP28-based chromatographic method optimization.a 
Parameter Range Selected 
Column dimensions 30 x 2.1 mm, 50 x 2.1 mm 30 x 2.1 mm 
HEPES buffer solution 
(50 mM), % 
25-75 75 
Organic solvent ACN, MeOH ACN 
pH 3-7.5 Gradient 
Modifier 
Pyridine, piperidine, 
piperazine 
piperidine 
a Check Table 1 for MIP composition; flow rate: 0.5 mL·min-1; detection: 280 nm. 
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7.5.5.2.5. Polymer stability and compressibility 
 
Figure 13. (A) Pressure drop and (B) specific permeability for MIP25/NIP25 and 
MIP28/NIP28 polymers. Acetonitrile as mobile phase. 
 
Figure 14. SEM images of (A) MIP25 and (B) MIP28 polymers after subjecting them to a 
pressure drop of 30 MPa. 
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7.6. Fiber-optic array using molecularly imprinted 
microspheres for antibiotic analysis 
 Las microesferas de MIP descritas en el apartado 7.5. que 
presentaron mejores propiedades, tanto de reconocimiento como de 
estabilidad, se utilizaron para el desarrollo de un sensor basado en fibra 
óptica y microscopía de fluorescencia, dando lugar al siguiente artículo 
de la Tesis. 
 Con objeto de favorecer la detección y demostrar la posibilidad de 
multiplexado de la plataforma desarrollada, se codificaron las 
microesferas de MIP y NIP con dos colorantes fluorescentes, lo que 
permitió elaborar mapas bidimensionales de la superficie del array donde 
ambas esferas, improntadas y no improntadas, se distribuían 
aleatoriamente sobre los micropocillos creados en el extremo sensible de 
un haz de 50000 fibras ópticas. Puesto que el antimicrobiano (ENRO) al 
que es selectivo el MIP no presentaba propiedades ópticas cuantificables 
de forma directa en las condiciones del ensayo, se diseñó un análogo de 
ENRO conjugado a un marcador luminiscente, que presentaba unas 
longitudes de onda analíticas favorables (longitud de onda de excitación 
y emisión compatibles con la fuente de luz, el sistema de detección y con 
los indicadores luminiscentes utilizados para la codificación de las 
microesferas). De este modo, se desarrolló un ensayo de tipo competitivo, 
en el que el analito y una pequeña cantidad de análogo luminiscente 
compiten para unirse a un número limitado de sitios de unión específicos 
de las microesferas de MIP. Tras caracterizar su selectividad mediante un 
estudio de reactividad cruzada, el sensor fue aplicado al análisis de 
muestras de suero de oveja, a las que previamente se les había 
suministrado, por vía intravenosa, el antimicrobiano ENRO. La novedad 
del artículo reside en que este es el primer ejemplo donde se demuestra 
la combinación de partículas de MIP con fibras ópticas y la posibilidad de 
llevar a cabo un multiplexado, a partir de la codificación de distintos MIPs 
selectivos a diferentes analitos. 
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Las etapas de las que consta este trabajo se pueden resumir en: 
1. Síntesis del análogo de la plantilla, marcado fluorescentemente. 
2. Codificación de las microesferas de MIP y NIP con colorantes 
fluorescentes. 
3. Fabricación del array. 
4. Caracterización del sensor y optimización del ensayo. 
5. Estudio de selectividad. 
6. Aplicación a muestras reales. 
 
Publicaciones científicas 
311 
 
aDepartment of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, Complutense University, Ciudad Universitaria s/n, Madrid 28040, 
Spain. E-mail: elenabp@ucm.es; mcmbondi@ucm.es; Fax: +34-91394-4329; Tel: +34-91394-5147 
bDepartment of Chemistry, Tufts University, 62 Talbot Avenue, Medford, MA 02155, USA. E-mail: david.walt@tufts.edu; Fax: +1-
617-627-3443; Tel: +1-617-627-3470 
† Electronic supplementary information (ESI) available: Details of: (7.6.5.1.) synthesis of BODIFLOXACIN, (7.6.5.2.) purification 
of BODIFLOXACIN by semi-preparative HPLC and spectroscopic characterization, (7.6.5.3.) chromatographic conditions for the 
separation of fluoroquinolones and other antibiotics, (7.6.5.4.) binding of BODIFLOXACIN and ENRO to the encoded polymer 
microspheres and, (7.6.5.5.) image acquisition and data analysis. See DOI: 10.1039/c5sc00115c 
Reproduced from: 
Chemical Science 2015, 6 (5), 3139-3147 
Copyright © 2015, with permission from The Royal Society of Chemistry 
 
Abstract 
In this article we describe a new class of high-density optical 
microarrays based on molecularly imprinted microsphere sensors that 
directly incorporate specific recognition capabilities to detect enrofloxacin 
(ENRO), an antibiotic widely used for both human and veterinary 
applications. This approach involves the preparation of highly cross-
linked polymer microspheres by thermal precipitation–polymerization in 
the presence and absence of the target analyte ENRO to generate either 
molecularly imprinted (MIP) or non-imprinted polymer (NIP) microspheres, 
respectively. Each polymer type of tailor-made microsphere is 
fluorescently encoded with either coumarin-30 or tris(4,7-diphenyl-1,10-
phenanthroline)ruthenium(II) dichloride [Ru(dip)3]Cl2 to enable the 
microspheres to be distinguished. The new MIP-based sensing platform 
utilizes an optical fiber bundle containing approximately 50000 
individual 3.1 µm diameter fibers that are chemically etched to create 
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microwells in which MIP and NIP microspheres can be deposited and 
imaged using an epi-fluorescence microscope. The method enables 
multiplexed detection by independently addressing both types of beads 
through their separate light channels. The unique response to the 
presence of ENRO is manifested on the basis of a competitive 
immunoassay. A red-fluorescent dye-tagged ENRO, labeled with BODIPY® 
TR Cadaverine, competes with ENRO for specific binding sites. The 
developed immuno-like assay displayed a limit of detection (LOD) of 
0.04 µM (10% binding inhibition) and a dynamic range of 0.29 – 
21.54 µM (20 – 80% binding inhibition). The selectivity of the assay was 
evaluated by measuring the cross-reactivity of other fluoroquinolones 
(ciprofloxacin, norfloxacin, danofloxacin, and flumequine) and non-related 
antibiotics (penicillin G and doxycycline). This work demonstrates, for 
the first time, the applicability of MIPs, as an alternative to biomolecule 
receptors, for the development of multiplexed detection fiber-optic 
microarrays paving the way for a new generation of biomimetic sensors. 
7.6.1. Introduction 
Biologically-inspired materials have attracted considerable 
interest over the last decade and have opened the door to new and 
important applications such as smart materials that can perform the 
same tasks as cells or organs.1 Molecular imprinting allows the creation 
of synthetic materials that function with the selectivity and affinity of 
biological recognition elements such as antibodies or enzymes.2 
Molecularly Imprinted Polymers (MIPs) are artificial materials 
containing molecularly engineered receptor sites for a large variety of 
target analytes.3,4 Such specific receptor sites are introduced when a 
target molecule (template) is mixed with a stoichiometric number of 
functional monomers and cross-linkers to form complementary cavities 
to the target molecule's structure, which becomes fixed into the resulted 
polymer network during copolymerization. MIPs have been designed for 
the recognition of small molecules, such as toxins, for which it is 
difficult to obtain a corresponding biological receptor. In contrast to 
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their natural counterparts, MIPs can be used efficiently under non-
physiological or harsh conditions, such as high temperature, low pH, or 
organic solvents. 
MIPs have been used in a diverse number of applications, such as 
solid-phase extraction, chromatographic sorbents, polymeric catalysts 
and sensory materials.3,5 The utility of MIPs is boosted by their 
versatility and ease of preparation in a plurality of formats such as gels, 
membranes, filaments or nano/microspheres.6,7 For example, MIPs 
have been proven to be excellent materials for selective solid-phase 
extraction of fluoroquinolone antimicrobials (FQs).8 These drugs are 
widely prescribed to both humans and food-producing animals and 
their “uncontrolled” use, or disposal, may give rise to the presence of FQ 
residues in foods and also may lead to resistance that creates 
challenges for health care systems.9,10 Conventional enzyme-linked 
immunosorbent assays and microbial inhibition tests are the methods 
of choice for bulk screening of these antimicrobials;11,12 however, they 
have inherent limitations as they employ expensive bioreagents, are 
time-consuming, and require sophisticated laboratory infrastructure 
and technical expertise. 
The direct optical detection of FQs requires UV excitation (𝜆𝑒𝑥𝑐 
280, 320 nm) and their native fluorescence (ca. 𝜆𝑒𝑚 400 – 420 nm) is 
influenced by interferences caused by both autofluorescence of the 
samples and light scattering off the polymer particles. In order to overcome 
these limitations, we previously reported a proof of concept where two 
immuno-like detection systems for FQs combining MIPs and either 
europium-amplified luminescent13 or Förster resonance energy transfer 
(FRET)-based photochemical sensing.14 Although both approaches 
worked, the reported LODs and the design scheme required improvements 
in order to be easily adaptable to cheap and portable systems.15 
This paper describes a new MIP-based sensing platform that 
combines MIP microspheres with bead-based microarrays. This 
combination benefits from the advantages of tailor-made biomimetic 
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materials in addition to a well-established array technology. Our sensing 
microspheres were prepared by thermal precipitation–polymerization, 
which is the mainstay method for obtaining polymeric microspheres 
with extremely uniform sizes and homogeneous binding site 
distribution.16 Moreover, microspheres feature a high surface-to-volume 
ratio, which results in better binding kinetics, ease of manipulation, 
and the ability to multiplex by encoding the microspheres.17 
Additionally, to illustrate the multiplexing abilities of the assay, we used 
both MIP beads and NIP beads (negative control) so we could account 
for non-specific binding and background. 
The platform described in this article has its roots in the use of 
optical fiber bundles and encoded microsphere-based arrays that Walt 
and colleagues have pioneered as powerful tools for many practical 
fluorescent biosensing applications.18,19,20,21 The optical fiber bundles 
are chemically etched with an acid solution22 to create a planar array of 
microwells where fluorescently encoded MIP and NIP bead types are 
pooled to form a randomly ordered but addressable high density 
array.23 The bead-based competition assay is then performed by 
incubating the array in a sample containing both the antibiotic ENRO 
and a fluorescent analogue of the antibiotic (BODIFLOXACIN), which 
competes for active sites within the imprinted microspheres. The 
encoding, assay protocols and data handling were optimized to allow 
multiplexing while preserving both sensitivity and specificity. Fiber-
optic MIP microsphere-based arrays have been successfully applied to 
the analysis of ENRO in the serum of a healthy sheep after intravenous 
administration of the drug and the results have been fully validated by 
HPLC-FLD. 
7.6.2. Experimental 
7.6.2.1. Materials and instrumentation 
Optical fiber bundles containing approximately 50000 individual 
optical fibers (with diameters of 3.1 µm) were purchased from SCHOTT 
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North America, Inc. N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide 
hydrochloride (EDC, 98+%) was purchased from Acros Organics (Madrid, 
Spain). 4-Morpholineethanesulfonic acid (MES, BupH buffered saline 
packs), phosphate buffered saline (PBS) and tween-20 (Surfact-Amps 20) 
were purchased from Thermo Scientific (Rockford, IL). 5-(((4-(4,4-Difluoro-
5-(2-thienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-yl)phenoxy)acetyl)amino) 
pentylamine hydrochloride (BODIPY® TR Cadaverine, >99.5%) was 
purchased from Molecular Probes Invitrogen (Grand Island, NY). 
Danofloxacin (DANO, 99%) was obtained from Riedel-de-Häen (Seelze, 
Germany). Sodium dodecyl sulfate (SDS, 98.5%), enrofloxacin (ENRO, 
99.7%), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, >99%), 2-[4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazinyl]-ethanesulfonic acid (HEPES, >99.5%), coumarin-30 (C30, 
>99%), norfloxacin (NORF, 98%), ciprofloxacin hydrochloride (CIPRO, 
99.8%), flumequine (FLUME, 98%), doxycycline (DOXY), penicillin G 
procaine salt (PGP), methacrylic acid (MAA, 99%), 2-hydroxyethyl 
methacrylate (HEMA, 97%), ethylene glycol dimethacrylate (EDMA, 98%) 
and divinylbenzene (DVB, 55% mixture of isomers) were purchased 
from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). MAA, HEMA and EDMA were 
passed through a packed column with an ion exchange resin (inhibitor 
removers, Aldrich) to remove monomethyl ether hydroquinone employed 
as an inhibitor. The initiator 2,2’-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) 
(ABDV) from Wako, (Neuss, Germany) was recrystallized from cold 
absolute ethanol. Potassium chloride (KCl, 99%) was purchased from 
Probus (Barcelona, Spain). Sodium chloride (NaCl, 99%) was obtained 
from Scharlau (Badalona, Spain). Oxazine-170 (Ox-170) was purchased 
from Radiant Dyes (Wermelskirchen, Germany) and tris(4,7-diphenyl-
1,10-phenanthroline)ruthenium(II) dichloride [Ru(dip)3]Cl2 was previously 
synthesized and characterized by our Research Group at Complutense 
University.24 Dimethylformamide (DMF), dimethylsulfoxide (DMSO) and 
tetrahydrofuran (THF, HPLC grade) were obtained from Carlo Erba 
(Sabadell, Spain). Acetonitrile (MeCN, HPLC grade) and absolute ethanol 
(EtOH, HPLC grade) were purchased from BDH Prolabo (Llinars del 
Vallès, Spain). Methanol (MeOH, HPLC grade) was obtained from SDS 
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(Pepyn, France). Distilled deionized water was obtained with a Milli-Q 
water purification system Millipore (Bedford, MA). Trifluoroacetic acid 
(TFA, peptide synthesis) was obtained from Fluorochem (Hadfield, 
Derbyshire, UK). 
The pH of all buffered solutions was adjusted with a GLP 22 pH 
meter from Crison (Barcelona, Spain). The semi-preparative HPLC 
system consisted of an HP1200 LC from Agilent Technologies (Palo Alto, 
CA) equipped with a solvent delivery quaternary pump, an autosampler, 
diode array detector (DAD), and an analytical scale fraction collector. 
Chromatographic purification of the new FQ was carried out on a 
ZORBAX Eclipse XDB-C18 semipreparative column (250 mm × 9.4 mm, 
5 µm) from Agilent Technologies (Palo Alto, CA). Chromatographic 
analysis of the antibiotics was performed with a HP1100 LC from 
Agilent Technologies (Palo Alto, CA) equipped with a quaternary pump, 
online degasser, autosampler, automatic injector, and a column 
thermostat. A fluorescence detector (FLD) system was coupled online 
with the DAD system. Chromatographic separation was performed on 
an Aqua C18 analytical column (polar endcapped; 250 mm × 4.6 mm, 
5 µm) from Phenomenex (Torrance, CA). Scanning electron microscopy 
(SEM) measurements were performed with a JEOL JSM-6330F field-
emission scanning electron microscope at an acceleration voltage of 5 
kV. The samples were coated with a thin gold film before analysis. 
Optical fiber bundles were imaged with an Olympus BX51 epi-
fluorescence microscope (Olympus America Inc. Center Valley, PA). The 
microscope is equipped with a color charge-coupled device (CCD) 
camera (Infinity 3, Lumenera Corporation), a 100 W halogen lamp 
(operating at 6 V to acquire bright field images and 12 V for fluorescence 
images), and three fluorescence filter sets for C30 (excitation 
405/10 nm, dichroic Q414LP, emission 425LP), BODIPY® TR 
Cadaverine (excitation 550/10 nm, dichroic T600LPXR, emission 590LP) 
and [Ru(dip)3]Cl2 (excitation 470/10 nm, dichroic 490DCXR, emission 
500LP). 
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7.6.2.2. Synthesis and encoding of microspheres 
Molecularly imprinted microspheres selective to ENRO were 
prepared following a precipitation–polymerization approach,16 as 
previously reported.8 Briefly, a mixture of template molecule, ENRO 
(362 mg, 1 mmol), functional monomer, MAA (350 µL, 4 mmol), and 
diluent monomer, HEMA (496 µL, 4 mmol) were dissolved in 30 mL of 
MeCN. The radical initiator, ABDV (25 mg, 0.1 mmol) was dissolved in 
EDMA (960 µL, 5 mmol) and DVB (1300 µL, 5 mmol). This mixture was 
then added to the prior solution to yield the pre-polymerization mixture. 
Prior to polymerization, the mixture was homogenized in an ultrasonic 
bath for 5 min, transferred to a borosilicate glass reactor, and gently 
purged with argon for 10 min. A stir blade, coupled to a rotor head, 
maintained slow stirring (34 rpm) during the reaction, conducted at 60 ºC 
for 24 h. For template removal, polymer microspheres were extensively 
washed with MeOH:TFA (95:5, v/v), MeOH, followed by acetone until no 
trace of the template was detected by HPLC-FLD. Finally, the particles 
were washed with a mixture of MeOH:acetone (50:50, v/v) and allowed 
to dry at room temperature for 48 h. The same procedure was followed 
to obtain NIP beads, but in the absence of the template molecule. 
MIP and NIP microspheres were then encoded with C30 and 
[Ru(dip)3]Cl2, respectively as follows: 60 µL of each microsphere stock 
solution (0.1 g·mL-1 of microspheres in H2O containing 0.1% SDS as 
surfactant) were washed by centrifugation/re-suspension with 600 µL 
of 1 × PBS three times. The MIP microspheres were washed and re-
suspended in 600 µL of THF and NIP microspheres in 600 mL of 
THF:MeCN (70:30, v/v). 13.26 mg of C30 was dissolved in 3.2 mL THF 
(11.93 mM) and 37.25 mg of [Ru(dip)3]Cl2 was dissolved in 3.2 mL of 
THF:MeCN (70:30, v/v) (9.97 mM). NIP microspheres were re-suspended 
in 600 µL of [Ru(dip)3]Cl2 solution as well as MIP microspheres using 
C30 solution. The microspheres were then incubated at room 
temperature for 24 hours at 2500 rpm, protected from light. After 
incubation, microspheres were washed with 600 µL of cold methanol six 
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times until no fluorescence signal from dyes could be detected in the 
supernatant, as monitored by HPLC-FLD. Finally, methanol was 
evaporated at low pressure to obtain dry microspheres and the 
microspheres were then stored protected from light. 
7.6.2.3. Microarray fabrication 
Both ends of a 3 cm optical fiber bundle were polished with a fiber 
polisher (Allied High Tech, Ranch Dominguez) using 30, 15, 9, 6, 3, 1, 
0.5 and 0.05 µm diamond lapping films (Allied High Tech). The chemical 
etching was performed as follows:25 one end of the fiber was sonicated 
for 20 s in DMSO followed by 20 s in EtOH to clean and remove 
residual materials. Excess of EtOH was removed with a gentle stream of 
Ar. This distal end was submerged in an HCl (0.025 M) solution with 
magnetic stirring for 80 s to obtain microwells of approximately 3.1 µm 
in depth. The fiber was then rinsed and sonicated in distilled water for 
10 s, subsequently washed with EtOH and dried with Ar. A suspension 
of 0.25 mg·mL-1 of NIP and MIP microspheres were prepared in MeCN, 
and a drop of 1 µL of the suspension was deposited onto the etched 
distal end of the fiber. 
 
Figure 1. Workflow of the microarray fabrication. (1) MIP microspheres selective to 
ENRO and NIP microspheres used as control, were prepared following a precipitation–
polymerization approach. (2) MIP microspheres were extensively washed with 
MeOH:TFA (95:5, v/v), MeOH, followed by acetone until no trace of the template was 
observed. (3) MIP and NIP microspheres were then encoded with C30 and [Ru(dip)3]Cl2, 
in THF and THF : MeCN (70:30, v/v), respectively. (4) A suspension of 0.25 mg·mL-1 of 
NIP and MIP microspheres were prepared in MeCN, and a drop of 1 µL of the suspension 
was deposited onto the etched distal end of the fiber. 
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 The fiber was kept in the dark for 5 min to allow complete 
evaporation of the solvent and appropriate incorporation of the 
microspheres into the microwells. The process was repeated 10 times to 
increase microspheres loading efficiency and achieve approximately 
1000 microspheres over the entire measuring area of one fiber-optic 
microarray. Excess microspheres, those not loaded into the microwells, 
were removed using a cotton swab. The workflow of the assay protocol 
is depicted in Figure 1. 
7.6.2.4. Assay protocol 
ENRO quantification was based on a competitive assay where the 
target analyte competes with the labeled ENRO (BODIFLOXACIN) to 
bind to specific binding sites on the MIP microspheres. The distal end of 
the fiber that holds the microspheres was incubated in 1 mL of 
(50:50, v/v) MeCN:HEPES 25 mM pH 7.5, containing a constant amount 
of BODIFLOXACIN (250 nM) and increasing amounts of ENRO (0 – 
1000 µM) while shaking for 1 h at 70 rpm.  
 
Figure 2. Workflow of the assay protocol. ENRO quantification was based on a 
competitive assay in which the target analyte competes with the labeled ENRO 
(BODIFLOXACIN) to bind to specific binding sites on the MIP microspheres. 
After incubation, the fiber was washed with 1 mL of wash buffer 
((50:50, v/v) MeCN:HEPES (25 mM, NaCl 138 mM, KCl 2.7 mM pH 7.5)) 
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while shaking for 5 min at 70 rpm. The washing step was repeated 
three times. In the last step, the fiber was dipped in 1 mL of MeCN, 
shaken for 5 min at 70 rpm, and then dried and mounted onto a 
specially-designed microscope platform for measuring fiber-optic 
microarrays. The workflow of the assay protocol is depicted in Figure 2. 
7.6.2.5. Image capturing and data analysis 
The fiber-optic microarray was placed vertically with respect to 
the microscope objective in a home-built fiber holder. Images were 
acquired with an epi-fluorescence microscope (Olympus BX51) as 
described before. The fibers were imaged with 20x magnification for 
different exposure times (Table 3) as well as sequentially, in the C30, 
[Ru(dip)3]Cl2, and BODIFLOXACIN channels. All images were analyzed 
using ImageJ (v.1.44p, Wayne Rasband, National Institutes of Health, 
USA). Both fluorescence and bright field micrographs (1392 × 1040 
pixels) were acquired using a 16-bit output format. 
For data analysis, fluorescence micrographs were set as RGB 
images and deconvoluted in their respective channels. Green and blue 
channels were discarded and the analysis was performed in the red 
channel. A threshold for intensities (9 – 255 a.u.) was applied and the 
microspheres were analyzed by displaying the measurements inside 
their size range of 30 – 130 pixel2 with a circularity of 0.7 – 1.0. The tri-
mean criterion (see 7.6.5.5.) was employed instead of conventional 
mean statistics to avoid outliers, which gives more importance to the 
center of the population than to external points and thus provides a 
more robust analysis. 
7.6.2.6. Microarray fabrication 
The experimental data obtained for calibration plots were fitted to 
Equation 1, which represents a 4-parameter logistic (4 PL) regression 
model.26 
Equation 1.  𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑒𝑑 𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 (𝑌) =
𝐵𝑚𝑎𝑥−𝐵𝑚𝑖𝑛
1+(
[𝐸𝑁𝑅𝑂]
𝐼𝐶50
)
𝑏 + 𝐵𝑚𝑖𝑛 
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where 𝐵𝑚𝑎𝑥  is the asymptotic maximum (maximum emission of 
BODIFLOXACIN in the absence of ENRO), 𝐵𝑚𝑖𝑛  is the asymptotic 
minimum, 𝑏 is the slope of the curve, and 𝐼𝐶50 is the concentration of 
ENRO at the inflection point (where a decrease of 50% for 𝐵𝑚𝑎𝑥  was 
found). Results obtained were plotted as a function of 𝐵 (fluorescence 
signal of BODIFLOXACIN in the presence of ENRO) with respect to B0 
(fluorescence signal of BODIFLOXACIN in the absence of ENRO) 
normalized to the value of the signal when the curve reached saturation 
at high concentrations of ENRO (𝐵∞, defined as the value of 𝐵 minus 
0.02 times the same 𝐵). Normalization follows Equation 2: 
Equation 2.   𝑁𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑒𝑑 𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 (𝑌) =
𝐵−𝐵∞
1−𝐵∞
 
7.6.2.7. Sheep serum sample collection and preparation 
ENRO 10% (p/v) (Baytril® 10%, Bayer, Germany) was administered 
to a healthy female lactating sheep (ca. 70 kg) in a dose of 5 mg·kg-1 via 
injection in the right jugular. Blood samples (3 mL) were collected in the 
left jugular at 0 and 5 min after drug administration.27 Blood samples 
were centrifuged at 3400 rpm for 15 min to obtain serum, which was 
stored at -20 ºC. For ENRO analysis, samples were treated as follows: 
100 µL of serum was mixed with 280 µL of MeCN. The mixture was then 
centrifuged at 13000 rpm for 15 min. 285 µL of the supernatant was 
mixed with 15 µL of 7.5 µM BODIFLOXACIN in MeCN and 150 µL of 
HEPES (37.5 mM, pH 7.5). For calibrations in serum samples, 100 µL of 
the serum extracted 0 min after drug administration was mixed with 
280 µL of various concentrations of ENRO in MeCN ranging from 0 to 
500 µM. After centrifugation (13000 rpm, 15 min), 285 µL aliquots were 
mixed with 15 µL of 7.5 µM BODIFLOXACIN in MeCN and 150 µL of 
HEPES (37.5 mM, pH 7.5). 
7.6.3. Results and discussion 
Bead based optical fiber microarrays utilize fluorescently encoded 
microparticles, further conjugated with specific biorecognition elements 
(antibodies, antigens, enzyme substrates, oligonucleotides, etc.) for the 
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simultaneous detection of multiple analytes in a sample. The application 
of this strategy in combination with imprinted polymers has not been 
explored so far, although these biomimetics offer an alternative to 
surmount the problems associated with the use of biological recognition 
elements such as the cost of in vivo production of some biomolecules 
and the social concern about experiments with animals. In contrast to 
biologically-derived recognition elements, MIPs are thermally and 
chemically stable and have long-term storage stability at room 
temperature.4,6 
The preparation of MIP-based microarrays requires imprinted 
spherical beads with the right size to be deposited in the etched fiber 
optic microwells. In addition, the polymers should be encoded with 
fluorescent dyes to enable the identification of each bead type, without 
compromising the selective recognition properties of the resulting 
material. Finally, the optical properties of the MIP should change in 
response to the presence of the target analytes. As a proof of concept, 
this paper describes the development of microarrays prepared with 
ENRO-selective MIPs and their corresponding NIPs for preparing 
multiplexed MIP-based fiber optic arrays. 
7.6.3.1. MIP/NIP beads synthesis, encoding and image capturing 
The polymers were prepared by precipitation polymerization using 
ENRO as template, MAA as functional monomer, HEMA as diluent 
monomer and a mixture of EDMA and DVB (p-DVB and m-DVB isomer 
mixture) as cross-linkers (molar ratio, 1:4:4:5:5). The synthesis was 
optimized to obtain spherical beads with a diameter of 3.22 ± 0.03 µm.28 
As reported in the literature, the core of beads prepared with a mixture 
of MAA and DVB (p-DVB and m-DVB isomers) monomers is richer in 
p-DVB. Therefore, in principle, such particles could be encoded with 
hydrophobic dyes without affecting the recognition properties of the 
most external layers, where methacrylic monomers and m-DVB units 
tend to polymerize randomly.29 
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The MIP and NIP beads were encoded with C30 or [Ru(dip)3]Cl2, 
respectively by swelling the beads in a THF solution containing the dyes.30 
After incubation, cold methanol was used to deswell the microspheres 
and physically trap the encoding fluorophores in the polymer matrix. 
Following this protocol, NIP and MIP each contained a different label 
and could be easily identified demonstrating, for the first time, the 
potential of this strategy for the development of encoded MIP-based 
multiplexed assays. 
Using the conditions depicted in Table 3, both encoding dyes can 
be monitored by exciting microspheres at 405 nm. Figure 3 a shows the 
emission of red light (due to NIP microspheres, encoded with 
[Ru(dip)3]Cl2) and blue light (due to MIP microspheres, encoded with 
coumarin-30). Only the ruthenium complex emits when the sample is 
excited at 470 nm, (Figure 3 b), verifying the location of NIP microspheres 
in the previous image. Applying the algorithm described by Nie et al.31 
(details in 7.6.5.5.) two different populations were distinguished (Figure 
3 c), demonstrating the capability of multiplexing. 
 
Figure 3. Micrographs that show (a) fluorescence of coumarin-30 and [Ru(dip)3]Cl2 
exciting at 405 nm, and (b) fluorescence of [Ru(dip)3]Cl2 exciting at 470 nm. (c) Population 
distribution intensities of red and blue channels of MIP (encoded with coumarin-30, blue 
points, n = 734) and NIP (encoded with [Ru(dip)3]Cl2, orange points, n = 382) 
microspheres. 
The reproducibility of the encoding protocol and the recognition 
capabilities of both the MIPs and NIPs were evaluated by detecting 
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250 nM BODIFLOXICIN in the presence and absence of ENRO using 
different microspheres batches. The results show no statistical variance 
between different batches prepared by different researchers during the last 
five years and highlight the excellent long-term stability of these materials. 
The encoded MIP and NIP beads were subjected to the assay 
conditions (buffers, hydro-organic solvent mixtures, incubation times, 
temperatures), in the absence of the target molecule, to determine if 
there was any fluorophore leakage. No detectable amounts of either C30 
or [Ru(dip)3]Cl2 were observed in the supernatants by HPLC-FLD, at the 
detection limit of the technique. These experiments were carried out for 
different bead batches and over a period of, at least, one year. 
7.6.3.2. Synthesis and characterization of BODIFLOXACIN 
Several approaches have been described for the functionalization 
of the piperazine ring at position C-7 of the FQs.14 However, as reported 
previously selective interactions between the binding groups in the MIP 
and ENRO involves this moiety.8 Therefore, although the reactivity is 
remarkably lower,32 the antibiotic was labeled with BODIPY® TR 
Cadaverine by reaction with the carboxyl group at position 3 of ENRO, 
as described in 7.6.5.1.33,34,35 
 
Figure 4. Normalized absorption (black) and emission (red) spectra of BODIFLOXACIN 
in MeCN (3.57 µM) upon excitation at 560 nm. The absorption and emission maxima 
were 𝜆𝑎𝑏𝑠
𝑚𝑎𝑥 = 588 nm and 𝜆𝑒𝑚
𝑚𝑎𝑥 = 624 nm, respectively. 
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The absorption and emission spectra of the fluorescent analogue 
of ENRO, namely BODIFLOXACIN, are shown in Figure 4. The compound 
has an absorption maximum at 588 nm, ε = (12750 ± 130) M-1·cm-1, and 
shows a fluorescence emission peak centered at 624 nm, in MeCN. The 
fluorescence quantum yield (𝛷𝑒𝑚) was 0.73 ± 0.02. The selection of a 
BODIPY derivative for antibiotic labeling, instead of other commonly 
applied dansyl or cyanine dyes,14,36 was based on the high photostability 
and pH-insensibility of this fluorophore, which are two important 
properties for epi-fluorescence studies in competitive assays. 
7.6.3.3. Assay optimization and array characterization 
Several parameters, including the incubation solvent, the amount 
of polymer and the concentration of BODIFLOXACIN have been 
evaluated to select the optimum conditions for the competitive assay. 
After incubation, the amount of ENRO and BODIFLOXACIN not retained 
by the MIP/NIP beads was monitored by HPLC-FLD (see 7.6.5.3. for 
details). The optimized measurement conditions are shown in Table 1. 
Table 1. Optimized parameters for fluoroimmuno-like assay. 
Parameter Optimized value 
Solvent (MeCN : HEPES 
25 mM, pH 7.5, v/v) 
50 : 50 
[Polymer] (mg·mL-1) 0.25 
[BODIFLOXACIN] (nM) 250 
The binding kinetics of BODIFLOXACIN to the MIP microspheres 
in the presence and absence of a constant concentration of ENRO are 
depicted in Figure 5. Incubations were carried out after depositing the 
microspheres onto the fiber-optic microwells. The signal response 
leveled off after 1 h incubation, which compares favorably with the 
analysis time of immunoassays reported in the literature for FQ 
detection and was selected for all subsequent competitive assays.37 
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Figure 5. Fluorescence intensity of BODIFLOXACIN when MIP microspheres were 
deposited onto fiber microwell arrays and incubated at different times in absence (black 
points, 𝐵0, n = 2) and in presence of ENRO (red points, [ENRO] = 8.3 µM, n = 2). 
Competitive calibration curves were prepared by incubation of a 
freshly assembled MIP/NIP microarray in 1 mL of ENRO standards, 
with concentrations ranging from 0 to 1000 µM, prepared in 50:50 (v/v) 
MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5). As shown in Figure 6, BODIFLOXACIN 
competes efficiently with ENRO for the selective binding sites in the MIP, 
as the labeled analogue was displaced from the imprinted beads in the 
presence of increasing concentrations of the antibiotic. The experimental 
data have been fitted to Equation 1 (n = 14, r2 = 0.98, blue points). The 
𝐼𝐶50 value is 3.5 µM and the LOD is 40 nM, calculated as the ENRO 
concentration for which BODIFLOXACIN binding to MIP was inhibited 
by 10%.38 The dynamic range (DR), i.e., the concentration range of 
ENRO that produces an inhibition of the signal between 20 and 80%, is 
between 290 nM and 21.5 µM. Furthermore, no competition was 
observed with the encoded NIP microspheres (n = 9, orange points), that 
were interrogated simultaneously with the MIP beads. This result confirms 
that nonspecific interactions are completely suppressed in the optimized 
assay conditions; therefore, it can be concluded that BODIFLOXACIN 
competes with ENRO for the specific binding sites in the MIP. 
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Figure 6. Calibration plots for MIP (blue points, n = 4, 14 points) and NIP microspheres 
(orange points, n = 2, 9 points) in 50 : 50 (v/v) MeCN : HEPES (25 mM pH 7.5). 𝐵/𝐵0 is 
plotted versus different concentrations of ENRO, which competes with BODIFLOXACIN 
in both microspheres. 
There are only a few examples in the literature of MIP-based 
optical methods for FQ detection, with none of the measuring schemes 
being compatible with a multiplexing approach, as described in this 
work. Moreover, except for the work of Xuan-Anh Ton et al.39 that 
reported the analysis of FQs using a solution of MIP nanoparticles and 
direct fluorescence polarization measurements, the detection limit 
achieved with the microarray is lower than for other competitive 
fluoroimmuno-like assays, using either structurally related or unrelated 
labeled analogues.40,41 
The inter-day assay reproducibility was evaluated in terms of the 
relative standard deviation (RSD in %) for a fixed amount of 
BODIFLOXACIN measured in five independent tests (𝐵0) performed during 
different months and at different temperatures (17 – 28 ºC). The average 
RSD ranged from 3% to 8%. These values are comparable, or even 
better, than those reported in other studies using microsphere-based 
platforms with on a variety of bio-recognition elements, assay formats, 
and target analytes.42 In addition, improved reproducibility was observed 
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when compared to other immunoassays for the detection of FQs 
described in the literature.43 
7.6.3.4. Cross reactivity 
The potential cross-reactivity between MIP microspheres and 
other interfering substances was also evaluated by testing the 
microarrays with single antimicrobial standards. The responses caused 
by cross-reactivity, expressed as % inhibition of BODIFLOXACIN, were 
less than 1% (see Figure 7) for NORF, DANO, FLUME, PGP, and DOXY, 
while the inhibition obtained for CIPRO was 8%. Responses from NIP 
microspheres were negligible. These results confirm the excellent 
selectivity of the MIP based microarray for the template molecule and 
this lack of cross-reactivity represents a major improvement over many 
commercially available fluoroquinolone assays.42 
 
Figure 7. Inhibition of BODIFLOXACIN (%) for MIPs incubated with ENRO, CIPRO and 
other antibiotics. Incubation conditions: 250 nM BODIFLOXACIN, 10 µM of ENRO or 
interfering substances, 60 minutes in 50:50 (v/v) MeCN : HEPES (25 mM pH 7.5), n = 3. 
Measurements performed via imaging. 
7.6.3.5. Sheep serum sample 
The optimized fiber-optic MIP array has been applied to the analysis 
of ENRO in sheep serum samples. In order to investigate the presence of 
matrix effects, sheep's serum samples not treated with antibiotics were 
diluted with water and spiked with increasing concentrations of ENRO, 
ranging from 0 to 500 µM and analysed using the microarray. Figure 8 
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shows the comparison of the dose-calibration curves obtained in serum 
and in water. The results suggest that matrix effects for a 6-fold dilution 
of serum were negligible. No statistically significant differences were 
observed. In fact, the calibration plots overlap in water 𝐼𝐶50 = 3.5 µM (± 
0.8 µM) compared to serum 𝐼𝐶50 = 3.4 µM (± 0.6 µM), for both confidence 
intervals of 95% and 98%. 
 
Figure 8. Comparison of competitive calibration curves in 50 : 50 (v/v) MeCN : HEPES 
(25 mM pH 7.5) (green points, n = 4, 14 points) and in serum (with dilution of 1/6, pink 
points, n = 3, 9 points). It is plotted 𝐵/𝐵0 versus different concentrations of ENRO, which 
competes with BODIFLOXACIN. 
Three samples of sheep serum were collected 5 min after drug 
administration, treated, and then measured using the array platform 
and HPLC-FLD for validation purposes. The results obtained using the 
MIP assay were 20 µM (± 2 µM) of ENRO and 19.9 µM (± 0.2 µM) of 
ENRO using the HPLC-FLD system. These results confirmed that no 
statistical differences in the variances and averages values at any 
confidence level were observed demonstrating the excellent performance 
of the fiber-optic array using MIP microspheres for ENRO analysis in 
serum samples. 
7.6.4. Conclusions 
In this paper, we described a new fiber-optic microarray based on 
MIP microspheres for the antibiotic ENRO. Exhaustive optimizations 
have been performed for all aspects of the assay including imprinted 
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and non-imprinted microspheres synthesis and encoding, synthesis and 
characterization of a novel fluorescently-labeled ENRO, image processing, 
data analysis, and applications to real samples. Our platform, based on 
the combination of a microarray of optical fiber bundles with MIP 
microspheres and epi-fluorescence imaging detection, has not only 
shown the ability to improve upon the LODs previously described in the 
literature for this type of assay, but has also demonstrated its potential 
in multiplexed analysis. The basic assay design is flexible and should be 
applicable with other MIP microspheres selective to other target 
molecules. In addition, the platform can be applied to the analysis of 
real serum samples, can be used in the presence of organic solvents, 
and is both more reproducible and faster than other similar bioassays 
reported previously. 
7.6.5. Supporting information 
7.6.5.1. Synthesis of BODIFLOXACIN 
The experimental procedure for the synthesis of BODIFLOXACIN 
is shown in Figure 9. 
 
Figure 9. Experimental procedure for the synthesis of BODIFLOXACIN. 
 A solution of enrofloxacin (123 mg, 0.34 mmol) in 1 mL of DMF, was 
mixed with 600 μL of a fresh solution of 420 mg·mL-1 EDC in 0.1 MES 
buffer (pH 5.7), and the product mixture was stirred in the dark at room 
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temperature for 12 h to produce solution 1.32 BODIPY® TR Cadaverine 
(5.0 mg, 0.009 mmol) was dissolved in 1 mL 0.1 M MES buffer (pH 5.7) 
and added to solution 1 with stirring to give solution 2. Then, 227 mg 
(2.27 mmol) of DMAP was dissolved in 600 μL of DMF and 20 μL 
aliquots were added, in the dark, to solution 2 every 24 h. The product 
was isolated from the raw reaction mixture by semi-preparative HPLC 
(see below). 
7.6.5.2. Purification of BODIFLOXACIN by semi-preparative HPLC 
and spectroscopic characterization 
The raw reaction mixture was completely transferred into a semi-
preparative HPLC system: HP1200 LC from Agilent Technologies (Palo 
Alto, CA) equipped with a solvent delivery quaternary pump, an 
autosampler, diode array detector (DAD) and an analytical scale fraction 
collector (Experimental section 7.6.2.1.). Chromatographic separation of 
BODIFLOXACIN from the precursor and synthesis-byproducts was 
achieved by use of a ZORBAX Eclipse XDB-C18 semipreparative column 
(250 mm × 9.4 mm, 5 μm) from Agilent Technologies (Palo Alto, CA). The 
flow rate of mobile phase was 5 mL·min-1 and the detection wavelengths 
were 280 nm and 575 nm A gradient elution program was used with the 
mobile phase combining solvent A (MeCN), solvent B (H2O with 0.1% 
TFA) and solvent C (MeOH) as shown in Table 2. BODIFLOXACIN eluted 
at 19.4 min, and the fractions were collected from 19.2 to 19.7 min. 
Table 2. Gradient elution method used in the purification of BODIFLOXACIN. 
Time (min) MeCN (%) H2O with 0.1% TFA (%) MeOH (%) 
0 2 98 0 
4 2 98 0 
20 50 12 38 
35 100 0 0 
The solvent was evaporated at reduced pressure to afford a dark 
blue solid (1.98 g, 25% yield) that was identified as BODIFLOXACIN. 
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1H-NMR (Figure 10) and 13C-NMR (Figure 11) spectra were acquired 
on a Bruker Avance III 700 MHz using CD3OD as solvent and 
tetramethylsilane (TMS) as internal standard. High-resolution mass 
spectrum of purified BODIFLOXACIN (Figure 12) was obtained with a 
time of flight mass spectrometer MALDI-TOF/TOF (Ultraflex, Bruker). 
 
Figure 10. 1H-NMR (700 MHz, CD3OD) for BODIFLOXACIN. 
1H-NMR (700 MHz, CD3OD) δ: 1.10 and 1.28 (4H, m, H-15 and H-16), 
1.38 (3H, t, J = 7.2 Hz, H-1), 1.40 and 1.46 (4H, m, H-21 and H-23), 
1.64 (2H, m, H-22), 3.19-3.84 (15H, several m, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6, 
H-14, H-20 and H-21), 4.53 (2H, s, H-26), 6.77 (1H, d, J = 4.1 Hz, H-34), 
6.89 (1H, d, J = 4.2 Hz, H-40), 6.94 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-28 and H-29), 
7.16 (1H, dd, J = 5.0 and 3.9 Hz, H-44), 7.21 (1H, d, J = 4.2 Hz, H-39), 
7.25 (1H, d, J = 4.1 Hz, H-35), 7.45 (1H, d, J = 7.1 Hz, H-10), 7.49 (1H, 
s, H-37), 7.63 (1H, dd, J = 5.0 and 0.9 Hz, H-45), 7.88 (1H, J = 8.9 Hz, 
H-30 and H-31), 7.92 (1H, d, J = 13.1 Hz, H-9), 8.01 (1H, dd, J = 3.9 
and 0.9 Hz, H-43), 8.74 (1H, s, H-17). 
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Figure 11. 13C-NMR (700 MHz, CD3OD) for BODIFLOXACIN. 
13C-NMR (700 MHz, CD3OD) δ: 8.5 (C-15 and C-16), 9.5 (C-1), 24.7 (C-
23), 29.5 (C-22), 29.7 (C-21), 36.3 (C-14), 39.6 (C-20 and C-24), 48.2 
(C-4 and C-6), 52.3 (C-3 and C-5), 53.2 (C-2), 68.1 (C-26), 107.7 (C-10), 
111.6 (C-18), 113.2 (C-9), 115.5 (C-28 and C-29), 121.4 (C-40), 121.9 
(C-34), 127.0 (C-32), 127.8 (C-37), 129.7 (C-44), 130.8 (C-45), 131.5 (C-
39), 131.7 (C-35), 132.3 (C-30, C-31 and C-43), 135.2 (C-42), 138.0 (C-
38), 138.4 (C-36), 139.9 (C-12), 148.4 (C-17), 151.5 (C-41), 159.6 (C-33), 
160.3 (C-27), 166.9 (C-19), 170.6 (C-25), 176.7 (C-13). 
 
Figure 12. MALDI-TOF/TOF mass spectrum of BODIFLOXACIN. 
HRMS (MALDI-TOF/TOF): m/z calc. for C45H48BF3N7O4S [M+H]+: 850.353; 
found: 850.351. 
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Absorption spectra were recorded on a UV/VIS spectrophotometer 
(Cary 3 Bio, Varian) and fluorescence spectra were measured with a 
spectrofluorometer (FluoroMax 4, Horiba Scientific). The fluorescence 
quantum yield, 𝛷𝑓, of BODIFLOXACIN in MeCN was calculated by the 
Parker and Rees method44 that relates the emission quantum yield of an 
unknown (BODIFLOXACIN) to that of a standard (Ox-170) fluorophore, 
the emission spectra of which have been recorded under the same 
conditions in optically diluted solution (𝐴 < 0.1): 
Equation 3.  𝛷𝑓
𝐵𝑜𝑑𝑖𝑓𝑙𝑜𝑥𝑎𝑐𝑖𝑛 = 𝛷𝑓
𝑂𝑥−170 𝐴𝑂𝑥−170𝑆𝐵𝑜𝑑𝑖𝑓𝑙𝑜𝑥𝑎𝑐𝑖𝑛𝑛𝐵𝑜𝑑𝑖𝑓𝑙𝑜𝑥𝑎𝑐𝑖𝑛
2
𝐴𝐵𝑜𝑑𝑖𝑓𝑙𝑜𝑥𝑎𝑐𝑖𝑛𝑆𝑂𝑥−170𝑛𝑂𝑥−170
2  
where A is the absorbance of the solution at the excitation wavelength, 𝑆 
is the area under the fluorescence curve, and 𝑛 is the solvent refractive 
index, in the case where the standard and the unknown have to be 
measured in different solvents (𝑛𝑒𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙 = 1.3614; 𝑛𝑀𝑒𝐶𝑁 = 1.3441). Ox-170 
in ethanol (Φf
Ox−170 = 0.58 ± 0.03)45 was used as reference fluorophore. 
Oxygen was removed from the solutions by argon purging for a 
minimum of 30 min before the measurements. 
7.6.5.3. Chromatographic conditions 
Chromatographic analysis was carried out with a HP-1100 series 
high performance liquid chromatography from Agilent Technologies 
(Palo Alto, CA, USA) consisting of a quaternary pump, on-line degasser, 
autosampler, column thermostat, automatic injector and a diode array 
(DAD) or a fluorescence detector (FLD). Chromatographic separations 
were performed with an Aqua C18 analytical column (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm) from Phenomenex (Torrance, CA). An isocratic program was used 
for ENRO and BODIFLOXACIN separation. The mobile phase consisted 
of a mixture of MeCN (with 0.5% TFA):water (with 0.5% of TFA) (26:74, 
v/v) at a flow rate of 1.0 mL·min-1. The retention times for BODIFLOXACIN 
and ENRO were 5.52 min and 7.05 min, respectively. Alternatively, for 
the cross-reactivity studies, chromatographic separation of the antibiotics 
was performed in the same isocratic conditions. All analyses were carried 
out at a 1.0 mL·min-1 flow rate and keeping the column temperature at 
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25 ºC. The fluorescence excitation/emission wavelengths were 280/440 
nm for ENRO, CIPRO, NOR, FLUME and DANO, and at 575/620 nm for 
BODIFLOXACIN. Other interfering compounds such as, DOXY and PGP 
were detected by DAD at 350 nm and 280 nm, respectively. In all cases, 
quantification was performed using external calibration peak area 
measurements. 
7.6.5.4. Binding of BODIFLOXACIN and ENRO to the encoded 
polymer microspheres 
The affinity of the MIP and NIP microspheres for BODIFLOXACIN 
and ENRO was verified by equilibrium binding analyses. Different 
batches of MIPs and NIPs (2.5 mg) were shaken, at 70 rpm for 2 h, in 
solutions (1 mL) of 2 μM ENR, or BODIFLOXACIN, prepared in binary 
mixtures of MeCN and aqueous HEPES buffer (25 mM, pH 7.5) ranging 
from 50 to 75% HEPES buffer. After incubation, suspensions were 
centrifuged at 3000 rpm for 2 min, and the concentration of ENRO and 
BODIFLOXACIN in the supernatant was measured by HPLC with FLD 
detection, as described previously. 
 
Figure 13. Imprinting factors for ENRO (black) and BODIFLOXACIN (red) as a function 
of the composition of the incubation solvent, ACN:HEPES buffer (25 mM, pH 7.5). 
Incubation time: 120 min; 2.5 mg·mL-1 polymer; [ENRO] = [BODIFLOXACIN] = 2 μM. Each 
data point represents the average of three replicate measurements. 
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The imprinting factor (𝐼𝐹) was calculated as 𝐵𝑀𝐼𝑃/𝐵𝑁𝐼𝑃, where 𝐵 is 
the amount of compound bound to the MIP/NIP polymers. All experiments 
were carried out in triplicate. The results are shown in Figure 13. The 
highest 𝐼𝐹, both for BODIFLOXACIN and ENRO, was obtained at 50% 
(v/v) MeCN:HEPES buffer (25 mM, pH 7.5) that was selected for assay 
development. 
To evaluate the optimum concentration of BODIFLOXACIN for the 
ENRO assay, a fixed amount of MIP (0.25 mg) was incubated, with 
shaking at 70 rpm for 2 h, with increasing concentrations of 
BODIFLOXACIN in the absence, and in the presence of a constant 
concentration of ENRO (20 μM), in 1 mL of MeCN:HEPES 25 mM pH 7.5 
(50:50, v/v) as the solvent.46,47 A control experiment was carried out 
using the NIP in place of the MIP. The microparticles were centrifuged 
as described above and the concentration of BODIFOXACIN in the 
supernantant was monitored by HPLC-FLD. 
 
Figure 14. Fraction of BODIFLOXACIN bound to a constant amount of MIP (black) and 
NIP (red) microspheres (0.25 mg) in 1 mL of 50:50 (v/v) MeCN : HEPES 25 mM pH 7.5, as 
a function of the labelled ENRO concentration (0.1 μM to 1.0 μM), after 2 h incubation in the 
absence (𝐵𝐵𝑂𝐷𝐼𝐹𝐿𝑂𝑋𝐴𝐶𝐼𝑁) and in the presence of 20 μM ENRO (𝐵𝐸𝑁𝑅𝑂 20 𝜇𝑀 𝐸𝑁𝑅𝑂+ 𝐵𝑂𝐷𝐼𝐹𝐿𝑂𝑋𝐴𝐶𝐼𝑁). 
Each data point represents the average of three replicate measurements. 
As shown in Figure 14, BODIFLOXACIN competes with ENRO for 
the polymeric binding sites, as the labeled ENRO is displaced from the 
MIP in the presence of the template molecule. The largest difference in 
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the fraction of BODIFLOXACIN bound to the polymer, in the presence 
( BENRO 20 μM ENRO+ BODIFLOXACIN ) and absence ( BBODIFLOXACIN ) of ENRO, 
between the MIP and the NIP, were obtained when using 250 nM 
BODIFLOXACIN. This value was thus selected for the development of 
the competitive assay. 
7.6.5.5. Image acquisition and data analysis 
Table 3. Optical filter information and exposure time for the BODOFLOXACIN, C30 and 
[Ru(dip)3]Cl2 channels. 
Dye 
Interference 
filter (nm) 
Dichroic 
mirror (nm) 
Cut-off 
(nm) 
Exposure 
time (s) 
BODIFLOXACIN 550 600 590 2 
C30 405 414 425 3 
[Ru(dip)3]Cl2 470 490 500 1 
The average signal intensity on each microsphere type, was 
calculated using the tri-mean criterion instead of conventional mean 
statistic. The tri-mean is the weighted average of the distribution median 
and its two quartiles as defined in Equation 4, where Q1, Q2 , and Q3 
denote the 25%, 50% and 75% points in a distribution, respectively. 
Equation 4.   𝑡𝑟𝑖𝑚𝑒𝑎𝑛 =
𝑄1+2𝑄2+𝑄3
4
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7.7. Multi-branched gold-mesoporous silica nanoparticles 
coated with molecularly imprinted polymer for label-free 
antibiotic SERS analysis 
 En este último trabajo de la Tesis se plantea la elaboración de un 
nanosensor selectivo a enrofloxacino, fabricado siguiendo una técnica de 
núcleo-recubrimiento, a partir de la medida directa de la señal Raman 
amplificada en superficie (SERS) que produce el analito cuando es 
reconocido en las cavidades de la película de MIP, soportada sobre un 
núcleo basado en un coloide de oro recubierto con SiO2 mesoporoso. 
 El artículo aborda la viabilidad sintética de la fabricación de los 
nanocompuestos atendiendo a los dos procesos que mayor influencia 
ejercen en su producción y en la amplificación de la señal analítica. Para 
ello, se optimizó (i) el crecimiento catalítico de ramificaciones de oro a 
través de las cavidades del recubrimiento de gel de sílice; y (ii) la síntesis 
de la película de polímero de impronta molecular basada en 
polimerizaciones radicalarias controladas. De esta forma, el trabajo que 
se muestra a continuación es el primer artículo en bibliografía que recoge 
de manera metódica y sistemática la producción de este tipo de 
nanomateriales. Además, se ha evaluado la potencial aplicación de las 
nanopartículas preparadas como sensores ópticos en función de su 
morfología y proceso de obtención.  
 Las etapas de las que consta este trabajo son las siguientes: 
1. Síntesis de los núcleos de oro. 
2. Fabricación y funcionalización de capas nanométricas 
mesoporosas de gel de sílice. 
3. Síntesis del recubrimiento polimérico. 
4. Síntesis de las ramificaciones catalíticas, antes y después de (3). 
5. Caracterización óptica (mediante espectroscopia UV-Vis) y 
morfológica (mediante microscopía TEM) de las estructuras. 
6. Estudio de reconocimiento y selectividad de la estructura óptima 
mediante microscopía Raman confocal. 
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Abstract 
We describe the preparation of multi-branched gold-silica-
molecularly imprinted polymer (bAu@mSiO2@MIP) core-shell 
nanoparticles, with specific recognition ability towards enrofloxacin 
(ENRO) and their application as label-free nanosensors for the specific 
detection of the antimicrobial by surface-enhanced Raman scattering 
(SERS). The use of these nanocomposites results in a large enhancement 
of the Raman scattering of ENRO upon antibiotic binding to the selective 
recognition sites in the MIP. These are in close proximity to the gold core 
branches that act as intrinsic hot spots providing highly localized and 
strongly enhanced electromagnetic fields due to the plasmon resonances. 
The effect of the multi-branched morphology of the gold cores (bAu) on 
the optical spectroscopic response of the bAu@mSiO2@MIP nanosensors 
is investigated toward improving ENRO detection. The optimized 
nanostructures allowed us to achieve a detection limit of 1.5 nM for ENRO, 
which is two orders of magnitude lower than those for previously reported 
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Au@MIP nanosensors, additionally providing negligible cross-reactivity 
towards other potential interferents. 
7.7.1. Introduction 
Molecular imprinting allows the design and preparation of tailor-
made polymer materials containing molecularly engineered receptor sites 
resembling the selectivity and affinity of biological systems, such as 
antibodies, enzymes, or other biological receptors, towards specific 
ligands. For polymer preparation the selected print molecule, which can 
be the analyte or a surrogate molecule, interacts through covalent or non-
covalent bonding. This interaction is produced with functional monomers 
that are polymerized in the presence of a cross-linker and the selected 
print molecule. The resulting three-dimensional supramolecular 
structure contains specific recognition sites with shape and geometry of 
functional groups that are complementary to those present in the 
template molecule.1 
Molecularly imprinted polymers (MIPs) have been widely applied in 
different fields, such as solid phase extraction (SPE),2 chromatography,3 
catalysis,4 regio- and enantio-selective synthesis,5 bioremediation,6 
diagnostics7 or drug delivery.8 Additionally, the use of MIPs as recognition 
elements in biomimetic sensing has allowed to overcome some of the 
problems linked to the use of bio-molecules for such applications, 
including production time and cost, the need for experimentation animals, 
long term stability, or regeneration ability.9,10 Moreover, these cross-
linked materials are intrinsically more stable and robust than their 
biological counterparts, they do not require cold storage and cold-chain 
logistics and can be applied in harsh environments such as in the 
presence of organic solvents, strong acids or bases, and high temperature 
and pressure.11 However, several drawbacks are associated to the use of 
MIPs for sensing applications, including the slower binding kinetics due 
to the usually lower affinity constants of these materials in comparison 
to biological receptors, the difficulty in transforming the binding event 
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into a measurable signal, or the difficulties associated to multiplexed 
analysis.12,13 
In trying to circumvent some of these limitations, micro-fabrication 
processes, such as electrical deposition,14 mechanical spotting,15 optical 
patterning16 or different lithographic approaches17 have been described 
for the fabrication of MIPs.18 Alternatively, in an effort to produce smaller 
nanostructures with improved sensing properties,19 the interest is now 
focused on the synthesis of core-shell nanocomposite MIPs that combine 
the selective recognition properties of the biomimetic polymer with the 
additional features of an inorganic core.20 The synthesis of these 
nanocomposites is usually carried out by controlled/living radical 
polymerization (CRP),21 either by reversible addition-fragmentation chain 
transfer polymerization (RAFT)22 or by atom transfer radical 
polymerization (ATRP).23 These techniques allow formation of 
homogeneous MIP films with controlled-thickness on different inorganic 
cores, such as magnetic nanoparticles, quantum dots, carbon nanotubes, 
silica nanoparticles or metal colloids,18 yielding well-defined core-shell 
structures.24  
The use of metallic nanomaterials increases the signal-to-noise 
ratio in optical biosensors,25 improving the detection limits of techniques 
such as, e.g. colorimetry,26 surface enhanced Raman scattering (SERS),27 
or localized surface plasmon resonance (LSPR).28 Among the available 
noble metal colloids, gold nanoparticles (AuNPs) play a key role in the 
development of this kind of sensors, as a direct consequence of their 
extraordinary electro-optical properties, biocompatibility, long-time 
stability, and ease of fabrication and functionalization.29 Excitation of 
LSPRs strongly enhances the Raman cross section of analyte molecules 
located in close vicinity of the nanoparticle surface due to electromagnetic 
and chemical mechanisms.30 
Fluoroquinolones are broad spectrum antimicrobials used in 
human and veterinary medicine to treat bacterial infections.31 The 
overuse or misuse of these pharmaceuticals may give rise to the presence 
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of their residues in animal foods, as well as to the appearance of bacterial 
resistance, which is a matter of major concern for the competent 
authorities.32 Therefore, sensitive analytical methods are required to 
monitor the presence of antibiotics in foods and environmental 
samples.33,34 Several MIP-based sensors for fluoroquinolone analysis 
have been reported in the literature.13,35,36 Since these compounds absorb 
light in the UV-region (λexc = 280, 320 nm) and display relatively short 
Stokes’ shifts (ca. 80 nm), their direct analysis is somehow limited and 
fluorescent MIP-based sensors using labelled derivatives and competitive 
assays,13 or derivatization reactions35 have been described for the 
determination of ENRO in different samples.  
In this article, we present a label-free SERS-based composite 
nanosensor that combines the selectivity of molecularly imprinted 
materials with the large plasmonic enhancement obtained by using 
multi-branched gold nanoparticles (bAu) as cores. The synthesis of 
ENRO-selective Au@MIP nanomaterials involved the growth of a 
nanometric mesoporous silica layer onto the surface of the gold 
nanoparticles, the formation of branched gold inside the silica mesopores, 
the functionalization with a RAFT agent, which confined and promoted 
the creation of a selective MIP outer layer directly attached to the silica 
surface, and a final polymerization step in the presence of the template. 
The suitability of these nanocomposites for the development of MIP-based 
SERS nanosensors is discussed in terms of the location and integrity of 
the antimicrobial selective binding sites, generated following different 
synthetic approaches, as well as on their effect on the enhancement of 
the SERS signal upon ENRO selective recognition.  
7.7.2. Results and discussion 
The nanocomposites prepared during this study (Figure 1) 
consisted of a gold core covered with a mesoporous silica shell further 
functionalized with a thin MIP layer, which is selective to the antibiotic 
ENRO and simultaneously allowed the growth of gold branches within 
the empty-channelled structure. The optimal configuration of the 
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bAu@mSiO2@MIP hybrid nanoparticles (in terms of SERS performance) 
was selected by focusing on an effective plasmonic coupling between the 
gold core and ENRO molecules located inside the specific binding cavities 
on the MIP. Control experiments required the preparation of imprinted 
polymer (CIP) nanocomposites obtained under the same conditions as the 
MIP, but in the presence of Boc-L-phenylalanine (Boc-Phe-OH), instead 
of ENRO, as template molecule. 
 
Figure 1. Schematic representation of the different nanocomposites fabricated in this 
work for the development of SERS nanosensors following: 1) branching-functionalization-
polymerization approach, to obtain b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles; 2) 
functionalization-polymerization-branching approach, to prepare b2Au@mSiO2@MIP/CIP 
or b2Au@MIP/CIP nanoparticles, including an etching step between the polymerization 
and branching processes for the b2 nanocomposites. TEM micrographs: gold nanospheres 
made by citrate reduction (Au@citrate, left, 𝑟𝐴𝑢 = 7.0 ± 0.4 nm) and the same particles 
covered with a mesoporous silica layer (Au@mSiO2, right, 𝑟𝑆𝑖𝑂2 = 25 ± 4 nm), which were 
subsequently employed for the fabrication of branched gold-polymer hybrid 
nanomaterials. 
Although the specific enhancement mechanism behind SERS is far 
from the scope of this work,37,38 it should be noted here that it requires 
the close proximity of the metal core and the molecule inside the binding 
cavities.39,40 For this reason, we expected that the use of mesoporous 
silica scaffolds would favour the formation of imprinted cavities within 
the silica pores, close to the gold core. All our attempts of creating MIP 
layers directly attached to the gold particles failed, as the polymerization 
conditions resulted in a serious damage of the cores, promoting their 
disaggregation in the presence of radical species.41 Therefore, silica layers 
a) Tips growth b) Funct. c) Polym.
a) Funct. b) Polym. c) Tips growth
1)
2)
d) Tips growth
c) HF
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b2Au@MIP/CIP 
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accomplished three different roles: acting as a protection of the gold cores, 
templates for branching of the metal cores and as a substrate for the 
anchoring of MIP layers, after the immobilization of RAFT agent. 
7.7.2.1. Fabrication of branched bAu@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles 
All the steps for the nanostructures preparation are schematically 
shown in Figure 1. The process chosen for the silica synthesis (details 
can be found in 7.7.4.) is characterized by the formation of radial 
channels in the silica shell connecting the gold core with the outer surface 
of the shell, thereby conferring an empty-channelled morphology to the 
structure that allows, in a further step, the catalytic branching from the 
gold core within the silica channels.42 This approach has been exploited 
from different points of view, resulting in three types of branched polymer 
nanocomposites using Au@mSiO2, which we termed 
b1Au@mSiO2@MIP/CIP, b2Au@mSiO2@MIP/CIP, and b2Au@MIP/CIP. 
From the nanostructures tested, only b1Au@mSiO2@MIP showed both 
recognition capability towards ENRO and SERS-activity, as will be further 
discussed below. The reader is referred to the Supporting Information 
(7.7.4.) for the detailed experimental procedure. 
We approached the fabrication of core-shell nanocomposites by 
growing gold branches through the mesopores of the silica layer around 
gold nanospheres. Sanz-Ortiz et al. recently reported an efficient 
synthesis of such gold nanocomposites in a single-step branching 
process.42 In the present work, we modified the synthetic procedure to 
obtain thinner mesoporous silica shells and carefully controlling the 
branching process.  
Silica layers with radial mesoporous channels, 𝑟𝑆𝑖𝑂2 = 25 ± 4 nm, 
were formed in the presence of CTAB (Figure 7 a) onto citrate-gold 
nanospheres (𝑟𝐴𝑢 = 7.0 ± 0.4 nm), resulting in Au@mSiO2 nanocomposites. 
CTAB removal was required prior to branching from the gold cores. 
Previous studies reported a high stability of silica nanoparticles or 
nanolayers prepared by a modified Stöber procedure, when thermal 
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annealing was performed after synthesis.43,44,45 In this work, a 300 ºC 
treatment for 6 h was applied prior to the functionalization/branching 
processes to the Au@mSiO2 nanoparticles in order to avoid the dissolution 
of the silica shell in the aqueous medium.  
After thermal annealing, two different approaches were followed, 
according to the scheme depicted in Figure 1: 1) In the first protocol, 
mesoporous Au@mSiO2 nanocomposite particles were used as seeds to 
grow branches via autocatalytic reduction of HAuCl4 on the spherical gold 
cores, yielding b1Au@mSiO2 nanoparticles. The resulting branched 
nanoparticles were then functionalized with the RAFT agent and 
polymerized according to the conditions described in 7.7.4., to obtain 
b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites. 2) On a second approach, 
Au@mSiO2 nanoparticles were functionalized and polymerized prior to the 
branching process yielding b2Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites, or 
b2Au@MIP/CIP if the silica was etched previously. For both, 1) and 2) 
approaches, we compared the morphology of the nanocomposites when 
branching was obtained in a single step or in multiple (step-by-step) 
growth.  
7.7.2.1.1. Preparation of b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles 
We first evaluated direct branching versus the step-by-step growth. 
When 0.25 and 0.5 mM core-shell seeds were employed ([Au3+]/[Au0] = 
5.7), aggregation of the nanocomposites was observed. Branched stable 
structures started to appear for higher amount of seeds ([Au0] ≥ 0.75mM). 
As the amount of seeds was increased, from 0.75 to 2 mM (Figure 8), 
shorter branches were obtained, since the same amount of growth 
precursor was employed to fill a larger amount of mesoporous channels. 
Interestingly, better-defined branches were observed when adding the 
growth solution in several steps (step-by-step) leading to more extended 
branching with increasing [Au3+]/[Au0] ratio (Figure 2). 
After the last branching step, b1Au@mSiO2 nanoparticles were 
functionalized with the RAFT agent and polymerized according to the 
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conditions described in the Experimental section (in 7.7.4.), resulting in 
b1Au@mSiO2@MIP/CIP hybrid polymers (Figure 3). Some nanocomposite 
aggregation was observed after polymerization but it did not affect the 
stability of the solutions. 
 
Figure 2. TEM micrographs of b1Au@mSiO2 nanoparticles obtained through step-by-step 
branching of 0.5 mM Au@mSiO2 used as seed and increasing ratios of [Au3+]/[Au0] = a) 
0.6, b) 1.1, c) 1.7, d) 2.3, e) 2.8, f) 3.4, g) 4.0, h) 4.6, i) 5.2, j) 5.7. Scale bar (for all images): 
50 nm. 
 
Figure 3. TEM micrographs of a) b1Au@mSiO2@MIP and b) b1Au@mSiO2@CIP. Scale bar: 
100 nm. 
7.7.2.1.2. Preparation of b2Au@mSiO2@MIP/CIP and b2Au@MIP/CIP 
nanoparticles 
In the second approach, Au@mSiO2 nanoparticles were first 
functionalized with the RAFT agent and polymerized as in the previous 
case, forming Au@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles (Figure 9 a and b). 
These nanocomposites were branched after polymerization to produce the 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles (Figure 4). 
a) b)
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Figure 4. TEM micrographs of b2Au@mSiO2@MIP nanoparticles obtained through step-
by-step branching of 0.5 mM Au@mSiO2@MIP used as seed and increasing ratios of 
[Au3+]/[Au0] = a) 0.6, b) 1.1, c) 1.7, d) 2.3, e) 2.9, f) 3.5, g) 4.2, h) 4.8, i) 5.5, j) 6.2. Scale 
bar: 50 nm. 
In parallel, an additional step was included between polymerization 
and branching, which comprised etching of the silica scaffold with HF 
(Figure 9 c and d) to obtain Au@MIP/CIP gold-polymer hybrids that were 
finally branched, resulting in b2Au@MIP/CIP nanocomposites (Figure 11). 
Branching of both types of nanoparticles, b2Au@mSiO2@MIP/CIP (Figure 
4) and b2Au@MIP/CIP (Figure 11), was carried out following a similar 
step-by-step approach to that described for b1Au@mSiO2@MIP/CIP. 
However, successful branching only occurred for b2Au@mSiO2@MIP/CIP 
nanoparticles leading to larger nanostar sizes with increasing [Au3+]/[Au0] 
ratios, while prior etching of the silica scaffold in b2Au@MIP/CIP resulted 
in the growth of popcorn-like gold-polymer nanocomposites, as expected 
from the absence of the mesoporous silica channels. 
Direct branching of Au@mSiO2@MIP/CIP and Au@MIP/CIP was also 
tested, instead of the step-by-step procedure. However, in all cases, 
b1Au@mSiO2@MIP/CIP (Figure 8), b2Au@mSiO2@MIP/CIP (Figure 10 a 
and b) and b2Au@MIP/CIP (Figure 10 c and d), poorer control over 
branching was achieved as compared to the step-by step route, as the 
gold tips were grown from the gold core in an individual step. Similar 
nanostructures as those reported by Sanz-Ortiz et al. were obtained.42 
From these experiments, we conclude that, the step-by-step process 
results in more homogeneous branched nanocomposites than those 
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prepared in a single branching step, which allowed us to improve the 
distribution and the quality of the gold branches compared to earlier work. 
7.7.2.1.3. Morphological and spectroscopic comparison between branched 
nanoparticles 
Better-defined branched structures were obtained in 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP (Figure 4) than in b1Au@mSiO2 (Figure 2), while 
popcorn-like gold-polymer nanocomposites were formed when the silica 
scaffold was previously etched (b2Au@MIP/CIP, Figure 11). Branching of 
these three nanocomposites was spectroscopically monitored as well. 
Initially, for b1Au@mSiO2, a bathochromic shift was observed for the 
plasmon band of gold nanospheres used as cores, from 522 to 537 nm, 
which points toward a particle growth, in agreement with TEM 
observations (Figure 5 a). After the third addition, a broad band around 
800 nm appeared, which red-shifted further to the IR after subsequent 
addition steps. A similar behavior was observed for 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites, but branching was observed 
from the first addition (Figure 5 b), without initial increase of the core 
size. This observation is likely related to the higher encapsulation degree 
of the gold core in the presence of the silica and polymer layers as 
compared to the previous case, where no polymer layer was present. No 
branches were generated in the b2Au@MIP/CIP, where the silica shell was 
etched, demonstrating the need for mesoporous channeled structures to 
obtain branched composites. In this case, the LSPR maximum shifted 
from 522 to 580 nm, indicating growth of the gold cores with a small 
roughness of the surface, even in the presence of the polymer, and 
exploiting the hollow crannies that silica left when it was removed (Figure 
5 c). 
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Figure 5. Absorption spectra after each addition of branching reagents: a) b1Au@mSiO2, 
b) b2Au@mSiO2@MIP, c) b2Au@MIP. 
7.7.2.2. Development and characterization of SERS nanosensor 
7.7.2.2.1. Evaluation of the SERS activity of the different nanocomposites 
The SERS activity of ENRO was monitored by the acquisition of 
Raman spectra of pure antibiotic powder and a solution 0.1 mM ENRO 
in MeCN, in the presence of 0.5 mM suspension of gold nanostars (Figure 
12). The most important SERS peaks of ENRO correspond to =C-H 
deformation (693 cm-1), methylene rocking modes (748 cm-1), substituted 
benzene ring deformation (771 cm-1), C-H rocking (1070 cm-1), symmetric 
O-C-O stretching (1395 cm-1), benzene ring vibration (1465 cm-1), 
benzene ring stretching (1594 cm-1) and C=O stretching (1624 cm-1).46,47 
The peak at 1395 cm-1 has been previously used with satisfactory results 
in Raman-SERS quantification of ENRO.48 No Raman spectra were 
observed for 0.1 mM ENRO in the absence of gold nanostars. 
The recognition capabilities of all polymer nanocomposites 
fabricated in this work were evaluated through SERS experiments, at the 
nanoparticle and antibiotic level concentrations depicted in the 
Experimental section (7.7.4.), but only b1Au@mSiO2@MIP/CIP showed 
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SERS activity. Among all spiky structures, those where branching was 
performed after polymerization, i.e., b2Au@mSiO2@MIP/CIP and 
b2Au@MIP/CIP, did not show detectable SERS signal. We hypothesize 
that the post-formation of gold branches could damage the ENRO specific 
binding cavities during their growth, since similar 
composition/concentrations as those in b1Au@mSiO2@MIP/CIP 
nanoparticles were used. It has been reported that binding sites can 
occasionally collapse, even during the removal of the template molecule 
after polymer synthesis.49 We speculate that tip growth takes place not 
only within the silica mesoporous channels, but also within the imprinted 
pockets that ENRO created when polymerization was induced prior to 
branching. On the other hand, b2Au@MIP/CIP hybrid polymers showed 
poor plasmon enhancement as no branched structures were obtained 
(see Figure 11, and Figure 5 c). In the case of branched nanocomposites 
obtained in a single branching step, although sharpened spikes should 
produce higher Raman enhancements, the number of spikes was 
considerably lower than those produced in the step-by-step approach. 
This aspect, together with the damages produced to the binding sites as 
commented above, resulted in negligible Raman signals.37 
We conclude that the broad plasmon band associated to the gold 
branches in b1Au@mSiO2@MIP/CIP produced the effective plasmon 
enhancement in SERS. The detection required however that the 
branching occurred before polymerization, with no chance of destroying 
binding cavities which location overlaps with the hot spots created within 
the gold branches.50 Regarding the incubation and measurement 
conditions (Table 2), we chose 25 nM nanoparticles, in terms of initial 
Au0 seed concentration, to characterize the SERS substrate, as higher 
nanocomposite concentrations led to huge scattering effects that masked 
Raman signals. Moreover, no differences in the intensity of Raman peaks 
(< 1%) were observed when incubations were performed for 10 min or 1 
h (data not shown) and thus the shorter incubation time was selected for 
nanosensor development. 
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7.7.2.2.2. Selectivity of the SERS – b1Au@mSiO2@MIP nanosensors 
The recognition capability of the SERS nanosensor based on 
b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites was evaluated by incubating 
with different ENRO concentrations (ranging from 0 – 255 nM) in 50:50 
(v/v) MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) media (Table 3). This incubation 
medium was selected according to our previous results using the same 
MIP composition for ENRO analysis.13 
 
Figure 6. a) SERS spectra of b1Au@mSiO2@MIP incubated for 10 min, in the presence of 
50:50 (v/v) MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) samples containing increasing concentrations 
of ENRO, after background correction. Inset: zoom in the 1350-1455 cm-1 region, 
corresponding to the symmetric O-C-O stretching peak. b) Calibration plot of 
b1Au@mSiO2@MIP (black squares, n = 3) and b1Au@mSiO2@CIP (red circles, n = 3) 
incubated with ENRO.  
After background correction of the SERS spectra (Figure 6 a), the 
intensities of the peak centered at ca. 1400 cm-1 were plotted versus 
ENRO concentration, yielding the corresponding calibration curves 
(Figure 6 b). A residual peak (intensity 156 ± 75 cps) at the same 
wavenumber was observed for MIP nanocomposites, in the absence of the 
template molecule (first black point of the calibration curve in Figure 6 
b), demonstrating that methacrylic acid (MAA) units (with a similar O-C-
O stretching to ENRO),51 and thus the specific recognition cavities, were 
incorporated in close proximity to the gold branches. In CIP 
nanocomposites, on the other hand, a negligible signal was observed for 
this wavenumber value, evidencing that complementary cavities are 
located farther away from the Au tips than in MIP, as previously 
discussed, together with the different reactivity of the pre-polymerization 
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mixture in the presence of different templates.52,53,54 Furthermore, a 
small redshift, from 1407 to 1398 cm-1, was observed for the Raman 
peaks used for quantification as ENRO concentration was increased 
(inset in Figure 6 a). This is in agreement with the hypothesis regarding 
the location of binding sites, as the former Raman shift is more similar to 
that of individual MAA units and the latter can be assigned to ENRO. 
No measurable recognition of ENRO by b1Au@mSiO2@CIP 
nanoparticles was observed, demonstrating the efficient molecular 
imprinting process. Fitting calibration data of b1Au@mSiO2@MIP, in 
logarithm x-axis, with a linear regression model (r2 = 0.991, Figure 13) 
results in a LOD and a limit of quantification (LOQ) of 1.5 nM and 3.7 
nM, respectively, calculated as 𝑘 ×
𝑠𝑜
𝑏⁄ , where 𝑘 equals to 3 (LOD) or 10 
(LOQ), 𝑠𝑜 is the standard deviation of the intercept and 𝑏 is the slope.55 
The obtained LOD for the SERS substrate yields one of the lowest values 
reported in the literature for this antibiotic detection and two orders of 
magnitude lower than other Au@MIP SERS-based nanosensors.56 
7.7.2.2.3. Cross-reactivity of the SERS nanosensor 
Recognition of b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites towards 
potential interferents was also evaluated. Ampicillin (AMPI), penicillin G 
streptomycin (PENGS) and templates used for the synthesis of MIP and 
CIP nanoparticles, i.e. ENRO and Boc-Phe-OH were tested at the highest 
concentration level (250 nM) assayed to obtain the calibration plots (Table 
4). The chemical structures of interferent molecules used for this study 
can be seen in Figure 14. These molecules bear a carboxylic acid group 
with symmetric O-C-O stretching vibrations leading to a Raman peak at 
ca. 1400 cm-1, which was used for quantification of each analyte bound 
to the MIP/CIP nanocomposites.46,47,48,57,58,59,60 The results are 
summarized in Table 1. 
Selective recognition of ENRO was only observed in 
b1Au@mSiO2@MIP, as the polymer precursor included this antibiotic 
during polymerization. It is also reasonable to obtain recognition ability 
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of b1Au@mSiO2@CIP nanoparticles towards Boc-Phe-OH, since this was 
the template molecule used during their synthesis, thereby 
demonstrating the power of molecular imprinting polymers with these 
highly efficient nanocomposites. Significantly lower SERS signals were 
obtained when MIP and CIP were incubated in the presence of Boc-Phe-
OH and ENRO, respectively. The intensity of the ENRO signal 
corresponds to 26% that of Boc-Phe-OH in the CIP, while the signal for 
Boc-Phe-OH in the MIP was negligible. Neither PENGS nor AMPI were 
selectively recognized by both nanocomposites, being a 10% and 20% of 
ENRO signal in MIP and 34% and 37% of Boc-Phe-OH signal in CIP, 
respectively. 
Table 1. Intensity of Raman peaks at 1400 cm-1 corresponding to the symmetric O-C-O 
stretching of carboxylic acid-carboxylate moiety of the analytes used for the cross-
reactivity study. Incubation (n = 3) was performed in the presence of 250 nM interferent 
for 10 min. 
Analyte 
b1Au@mSiO2@MIP 
(intensity, cps) 
b1Au@mSiO2@CIP 
(intensity, cps) 
PENGS 103 ± 63 153 ± 72 
AMPI 209 ± 44 168 ± 51 
Boc-Phe-OH NMa) 455 ± 35 
ENRO 1022 ± 43 120 ± 40 
a) Not discernible Raman signal was recorded. 
7.7.3. Conclusions 
We described a new SERS nanosensor based on gold-silica-polymer 
nanocomposites, for the selective recognition of ENRO. Exhaustive efforts 
focused on the synthetic procedures in order to obtain efficient Raman 
enhancement. Thick mesoporous silica shells covering gold nanospheres, 
with the ability to direct the growth of gold branches from the gold core 
were selected for the sensing experiments. We found that nanoparticle 
branching must be carried out in successive discrete steps, prior to 
polymerization, as wreckage of the binding sites was observed when it 
was performed after fabrication of the polymer layer. The methacrylic-
based polymer shell of the optimized gold nanocomposites showed the 
binding sites located within and onto the mesoporous silica structure, 
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promoting the SERS activity when ENRO was selectively recognized by 
the MIP, as their spatial arrangement overlaps with the hot spots created 
by the gold branches. Therefore, the SERS nanosensor presented in this 
work showed a double selectivity, one coming from the imprinting 
technology, as a control imprinted polymer was not able to selectively 
recognize ENRO, and the other stemming from the analytical technique, 
as the enhanced Raman spectra were different for each analyte. The 
analytical performance yielded an LOD of 1.5 nM for the optimized assay 
after only 10 min incubation, with a limited cross-reactivity towards 
potential interferents. This results in a detailed and systematic approach 
that yielded the lowest LOD for SERS nanosensors based on Au@MIP 
nanoparticles reported in the literature so far. 
7.7.4. Supporting information 
7.7.4.1. Experimental 
7.7.4.1.1. Materials and reagents 
Sodium citrate (≥ 99%), tetrachloroauric(III) acid trihydrate 
(HAuCl4·3H2O, ≥ 99.9%), hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB, 
≥ 99%), L-ascorbic acid (AA, ≥ 99%), silver nitrate (AgNO3, ≥ 99%), 
tetraethyl orthosilicate (TEOS, ≥ 99%), phenylmagnesium bromide 
(PhMgBr, 1M in anhydrous THF), carbon disulphide (CS2, anhydrous, ≥ 
99%), Boc-L-phenylalanine (Boc-Phe-OH, ≥ 99%), N-(2-
hydroxyethyl)piperazine-N′-(2-ethanesulfonic acid) buffer solution 
(HEPES, 1M), ampicillin (AMPI, anhydrous, > 96%), ethanol (EtOH, 
synthesis grade, 96%), hydrochloric acid (HCl, 37%, w/w), ammonium 
hydroxide solution (28-30% NH3, w/w), acetonitrile (MeCN, ≥ 99.9%), 
tetrahydrofuran (THF, anhydrous, ≥ 99.9%), triethylamine (Et3N, ≥ 99%), 
toluene (≥ 99.9%) and acetic acid (AcOH, ≥ 99.7%) were purchased from 
Sigma-Aldrich and used as received. Methacrylic acid (MAA, 99% with 
250 ppm monomethyl ether hydroquinone as inhibitor), 2-hydroxyethyl 
methacrylate (HEMA, 97% with ≤ 250 ppm monomethyl ether 
hydroquinone as inhibitor) and ethylene glycol dimethacrylate (EDMA, 
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98% with 90-110 ppm monomethyl ether hydroquinone as inhibitor) used 
as monomers were also purchased from Sigma and purified by passing 
them through a packed column with an ion exchange resin (inhibitor 
removers, Aldrich) prior to their use. Enrofloxacin (ENRO, > 98%) was 
from TCI Europe N.V., penicillin G streptomycin (PENGS, 10000 U·mL-1) 
from Invitrogen and 4-(chloromethyl)phenyltrichlorosilane (4-CPC, 97%) 
from Alfa Aesar. Radical initiator, 2,2’-azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) 
(ABDV, 98%) was purchased from Wako, and it was recrystallized from 
cold absolute ethanol and stored at -20 ºC. Distilled deionized water was 
obtained with a Milli-Q water purification system Millipore (resistivity 
17.8 MΩ·cm at 25 ºC). 
The pH of all buffered solutions was adjusted with a GLP 22 pH 
meter from Crison (Barcelona, Spain) and nanoparticle suspensions were 
centrifuged, depending on the suspension volume, in the following 
centrifuge models: Universal 320R (V > 2 mL) or Mikro 220R (for small 
plastic tubes, V ≤ 2 mL) from Hettich Lab Technology (Germany). 
7.7.4.1.2. Characterization 
Optical extinction spectra, were acquired using an Agilent 8453 
UV-Vis-NIR photodiode. 
SERS spectra were recorded using a Renishaw Invia Raman 
microscope equipped with two Peltier-cooled charge-coupled devices 
(CCD) detectors, a Leica microscope with two gratings with 1200 and 
1800 lines/mm and band-pass filter optics. Two laser sources, of 633 
and 785 nm, operating at different potencies and CCD acquiring images 
at different times were used to optimize the operation conditions. 
Measurements were finally performed using 785 nm laser working at 1% 
of its total potency (2 mW) and with 10 s as acquisition time. Automatic 
baseline (background) corrections were applied for all acquired Raman 
spectra with software OriginPro 8 SR2 v.8.089 (OriginLab Corporation, 
MA, USA), by using 50 baseline anchor points connected by interpolation 
and a smoothing according the adjacent-averaging method with a 
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weighted average based on 10 points of window without boundary 
restrictions. 
Transmission electron microscopy (TEM) images were collected 
using a JEOL JEM-1400PLUS instrument operating at 120 kV, with a 
LaB6 electron source and a GATAN US1000 CCD camera (2k × 2k). 
Images were acquired and stored with software Gatan DigitalMicrograph 
version 2.02.800.0 (32-bits, Gatan Microscopy Suite, Gatan Inc.). 
Nanoparticle sizes and shell thicknesses were measured (n = 100) with 
software ImageJ 1.48v (32-bits, Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, USA). 
7.7.4.1.3. Synthesis of gold nanoparticles 
Au@citrate. Citrate-capped gold nanospheres were synthesized 
according the citrate reduction method described by Turkevich et al.61 
Briefly, 25 mL of 1% (w/w) citrate solution was added to 500 mL of boiling 
0.5 mM HAuCl4 solution under vigorous stirring. After 15 min of boiling, 
the deep-red dispersion of ca. 14 nm diameter gold nanospheres was 
cooled at room temperature and kept at 4 ºC for a long-term storage. 
Au@CTAB. 250 mL of as-synthesized Au@citrate solution was 
slowly added to 250 mL of 0.1 M CTAB solution under stirring at 30 ºC. 
After 10 min, Au@CTAB nanoparticles were centrifuged at 9000 rpm for 
4 h, washed with H2O (3×, 7500 rpm, 4 h), and re-suspended in 35.7 mL 
of H2O to show a Au0 concentration of 3.5 mM. This value was calculated 
from the extinction spectra of the colloid suspension using the 
absorbance value at 400 nm.62,63 
7.7.4.1.4. Synthesis of silica coatings 
Au@mSiO2. Protection of gold nanospheres with radial mesoporous 
silica shells has been described elsewhere.42 The same procedure was 
followed with minor modifications. Briefly, in 1 L round bottom flask 150 
mL of EtOH were mixed with 340 mL of 6 mM CTAB solution under 
mechanical stirring at 30 ºC. Then, 0.2 mL of NH3 and 25 mL of a 3.5 
mM Au@CTAB solution were sequentially added. After 10 min, 354 µL of 
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TEOS was added dropwise, setting the temperature to 60 ºC and keeping 
the reaction vessel under mechanical stirring for 72 h. Au@mSiO2 
nanoparticles were centrifuged at 7500 rpm for 1 h, washed with EtOH 
(1×), 1 M HCl in EtOH to remove CTAB from the silica pores (2×) and, 
again, with EtOH to remove the excess of HCl (3×). The sample was 
treated at 300 ºC for 6 h to increase the stability of the silica shell in 
water and re-suspended in 12 mL of EtOH, to give a final Au0 
concentration of 7.3 mM. As the concentrations of Au0 in this and 
following experiments cannot be derived from the extinction spectra of 
the nanocomposites (due to the presence of organic solvents and silica 
and/or polymer layers that modify the refractive index of the composite 
materials), the concentration values given are those calculated 
considering no nanoparticles losses during the washing and 
centrifugation steps. Further silanization and functionalization with 
RAFT agent were performed at fixed concentration levels of [Au0] = 0.5 
mM in EtOH and [Au0] = 0.3 mM in THF, respectively; functionalized gold-
silica nanoparticles bearing the RAFT agent were concentrated at [Au0] = 
3.2 mM in MeCN; polymerizations were performed at [Au0] = 0.75 mM in 
MeCN, and the final gold-silica-polymer composites were stored at [Au0] 
= 1.5 mM for morphological and analytical characterization. 
7.7.4.1.5. Synthesis of RAFT agent 
Synthesis of dithiobenzoate magnesium bromide, DMB.64 50 mL of 
anhydrous THF was placed inside a two-neck round-bottom flask under 
a continuous Ar stream for 20 min. 30 mL of 1 M PhMgBr in THF was 
added and then 5 mL of CS2 dropwise. The reaction proceeded at 50 ºC 
for 1 h with magnetic stirring. The crude mixture was immediately used 
without further purification. 
7.7.4.1.6. Pre-polymerization mixtures 
Molecules used as templates, ENRO (483 mg, 1.34 mmol), for 
molecularly imprinted polymer (MIP) precursor, or Boc-Phe-OH (357 mg, 
1.34 mmol), for control imprinted polymer (CIP) precursor, were dissolved 
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in 20 mL MeCN with the addition of MAA (460 µL, 5.63 mmol). Mixtures 
were stored, covered from light, at 4 ºC for 2 h to favour the formation of 
the complex template-functional monomer. Prior to their use, diluent 
monomer HEMA (673 µL, 5.63 mmol), cross-linker EDMA (2.58 mL, 13.44 
mmol) and radical initiator ABDV (117 mg, 0.47 mmol) were dissolved in 
the previous solutions. Pre-polymerization mixtures were gently purged 
with Ar for 10 min. 
7.7.4.1.7. Fabrication, functionalization and polymerization of multi-
branched gold nanospheres 
As shown in Figure 1, two different strategies have been followed 
in order to prepare multi-branched gold-polymer nanocomposites, 
bAu@mSiO2@MIPs, using Au@mSiO2 nanospheres with mesoporous silica 
shells as seeds, depending on the order of branching, functionalization 
and polymerization processes.  
1) Branching-functionalization-polymerization approach. Different 
concentrations of Au@mSiO2 nanocomposites were assayed in order to 
create the gold branches in a one-step procedure. First, different seed 
solutions were created by mixing 17, 34, 51, 68 and 136 µL of Au@mSiO2 
dispersion with 483, 466, 449, 432 and 364 µL of H2O, respectively (giving 
a Au0 concentration of 0.25, 0.5, 0.75, 1 and 2 mM). A similar procedure 
has been described before.42 Briefly, 10 mL of H2O was placed in a glass 
vial. Under vigorous magnetic stirring, 50 µL of 50 mM HAuCl4 solution, 
10 µL of 1 M HCl, 500 µL of different Au@mSiO2 seed concentrations, as 
previously described, 100 µL of 3 mM AgNO3 and 50 µL of 0.1 M AA were 
added consecutively. After 5 min, reaction has finished, yielding five 
different bAu@mSiO2 dispersions, depending on the initial concentration 
of the seed.  
On the other hand, the growing of the gold tips was also evaluated 
through a step-by-step procedure. For that purpose, 3 mL of Au@mSiO2 
seeds was centrifuged at 7500 rpm for 30 min and re-suspended in 45 
mL of H2O. Under vigorous stirring, 50 µL of 1 M HCl, 250 µL of 50 mM 
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HAuCl4 solution, 500 µL of 3 mM AgNO3 and 250 µL of 0.1 M AA were 
added consecutively. After 5 min, 250 µL of the reaction mixture was 
extracted for spectroscopic characterization. The addition cycle was 
repeated for ten times. b1Au@mSiO2 nanoparticles were centrifuged at 
3000 rpm for 10 min, washed with H2O (2×), EtOH (2×) and re-suspended 
in 40 mL of EtOH. These branched nanocomposites were functionalized 
with the RAFT agent according the following procedure: first, the silica 
shells were functionalized by adding 1.8 mL of silane 4-CPC and 1.3 mL 
of Et3N. Under vigorous agitation, the reaction takes place inside plastic 
tubes for 2 h. Silanized b1Au@mSiO2@4-CPC nanoparticles were 
centrifuged at 3000 rpm for 10 min, washed with EtOH (3×) and re-
suspended in the same volume amount of anhydrous THF as the original 
seed used for silanization, i.e., 40 mL. In the next step, 25 mL of DMB 
crude mixture were added and the reaction was left to proceed inside 
plastic tubes, covered with aluminum foils, for 2 h, under continuous 
stirring. b1Au@mSiO2@RAFT nanoparticles were centrifuged at 3000 rpm 
for 10 min, and the pellet was washed with THF (3×), toluene (3×), EtOH 
(2×), MeCN (3×) and finally re-suspended in 7 mL of MeCN. For the 
polymerization step, 3 mL of b1Au@mSiO2@RAFT suspension were mixed 
with 10 mL of MIP/CIP precursor solutions and polymerized inside a 25 
mL round-bottom flask under magnetic stirring at 60 ºC for 1 h, followed 
by a curing step at 70 ºC for 10 min. After centrifugation (3000 rpm, 10 
min), b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites were washed with 
EtOH:AcOH (2%, v/v) (5×), EtOH (3×) and MeCN (3×). The particles were 
finally re-suspended in 6.4 mL of MeCN. 
2) Functionalization-polymerization-branching approach. Initially, 3 
mL of Au@mSiO2 seeds was mixed with 37 mL of EtOH and functionalized 
and polymerized, following the same conditions as described before for 
the branched nanostructures, except for the branching steps, yielding 
Au@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles. The polymer nanocomposites were 
centrifuged at 3000 rpm for 10 min, washed with EtOH : AcOH (2%, v/v) 
(5×) and EtOH (4×). The particles were finally re-suspended in 40 mL of 
EtOH ([Au0] = 0.56 mM). Gold tips were grown following the same step-
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by-step procedure as described above. In this case, 6.8 mL of the previous 
colloid was centrifuged (3000 rpm, 10 min), washed with H2O (2×), and 
re-suspended in 7.7 mL of H2O. Ten consecutive additions, consisting of 
8.3 µL of 1 M HCl, 42 µL of 50 mM HAuCl4 solution, 83 µL of 3 mM AgNO3 
and 42 µL of 0.1 M AA, were carried out under vigorous magnetic stirring, 
in order to obtain b2Au@mSiO2@MIP/CIP nanoparticles. 200 µL aliquots 
were extracted, after each addition, to evaluate the reaction progress. 
Nanocomposites were centrifuged at 3000 rpm for 10 min, washed with 
H2O (2×), MeCN (2×) and re-suspended in 2.6 mL of MeCN. For the 
preparation of b2Au@MIP/CIP nanoparticles, an additional etching step 
was included between polymerization and branching steps. For that 
purpose, 33.2 mL of Au@mSiO2@MIP/CIP was centrifuged (3000 rpm, 10 
min) and re-suspended in 40 mL of a mixture H2O:HF (10%, v/v) under 
stirring, inside a 50 mL plastic tube. After 1 h, Au@MIP/CIP particles were 
centrifuged at 4500 rpm for 20 min, and washed with H2O (5×). In the 
last step, the pellet was re-suspended in 37.5 mL of H2O, and the 
branching occurred during ten consecutive additions, under vigorous 
magnetic stirring, consisting of 42 µL of 1 M HCl, 208 µL of 50 mM HAuCl4 
solution, 417 µL of 3 mM AgNO3 and 208 µL of 0.1 MAA. 180 µL aliquots 
were extracted, after each addition, to evaluate the reaction progress. 
Nanoparticles b2Au@MIP/CIP were centrifuged at 3000 rpm for 10 min, 
washed with H2O (2×), MeCN (2×) and re-suspended in 12.5 mL of MeCN. 
7.7.4.1.8. SERS activity 
Raman spectra of pure (powder) antibiotic and a solution 0.1 mM 
ENRO in MeCN, in the presence of 0.5 mM gold nanostars, prepared as 
described elsewhere,65 were recorded in order to determine the SERS 
active vibrational modes of the antibiotic. The b1Au@mSiO2@MIP, 
b2Au@mSiO2@MIP and b2Au@MIP nanocomposites were incubated, at 
different nanoparticle and ENRO concentrations levels, according to 
Table 2, in order to confirm their SERS-activity. 
The selected amounts of gold composites and ENRO (see Table 2) 
were mixed to final volume of 400 µL, with MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) 
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50:50 (v/v), following a procedure described previously.13 After 
incubation (10 min or 1 h), nanocomposites were centrifuged at 4500 rpm 
for 5 min, washed with 0.4 mL of MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) (50:50, 
v/v) and 0.4 mL of MeCN (2×) and re-suspended in 0.2 mL of MeCN. A 5-
µL drop was deposited onto the surface of a quartz slide and, after total 
solvent evaporation, it was measured in the Raman confocal microscope, 
by triplicate (see Characterization section for measurement conditions). 
Table 2. Concentration and amount of reagents for the incubation of the nanocomposites. 
Exp. 
[Au0] 
(nM)(1) 
[ENRO] 
(nM) 
Nano-
composite 
(µL) 
ENRO 
(µL) 
MeCN 
(µL) 
HEPES (25 
mM, pH 7.5) 
(µL) 
1 25 4 6.7 67(2) 126.3 200 
2 25 40 6.7 67(3) 126.3 200 
3 25 400 6.7 67(4) 126.3 200 
4 500 4 133 67(2)  200 
5 500 40 133 67(3)  200 
6 500 400 133 67(4)  200 
(1) All stock dispersions of nanocomposites used for this study were previously prepared 
to show a final Au0 concentration of 1.5 mM in MeCN, in terms of initial gold seed. The 
concentration of ENRO dilutions used was: (2)1.2 µM, (3)120 nM and (4)12 nM in MeCN. Each 
incubation was performed by triplicate. 
7.7.4.1.9. Analytical characterization of the SERS nanosensor 
For calibration purposes, the b1Au@mSiO2@MIP and 
b1Au@mSiO2@CIP nanocomposites were incubated (10 min) with ENRO 
at the concentrations collected in Table 3. 
Table 3. Incubation conditions (10 min) for the b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites to 
evaluate the analytical characteristics of the SERS nanosensor. 
Point 
[Au0] 
(nM)(1) 
[ENRO] 
(nM) 
Nano-
composite 
(µL) 
ENRO 
(µL) 
MeCN 
(µL) 
HEPES (25 
mM, pH 7.5) 
(µL) 
0 25 0 6.7  193.3 200 
1 25 2.5 6.7 67(2) 126.3 200 
2 25 5.1 6.7 67(3) 126.3 200 
3 25 12.8 6.7 67(4) 126.3 200 
4 25 25.5 6.7 67(5) 126.3 200 
5 25 51.1 6.7 67(6) 126.3 200 
6 25 127.7 6.7 67(7) 126.3 200 
7 25 255.4 6.7 67(8) 126.3 200 
(1) All stock dispersions of nanocomposites used for this study were previously prepared 
to show a final Au0 concentration of 1.5 mM in MeCN, in terms of initial gold seed. The 
concentration of ENRO dilutions used was: (2)15.2 nM, (3)30.5 nM, (4)76.2 nM, (5)152.5 nM, 
(6)305.0 nM, (7)762.4 nM and (8)1525 nM in MeCN. Each incubation was performed by 
triplicate. 
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7.7.4.1.10. Cross-reactivity 
To demonstrate their selectivity, b1Au@mSiO2@MIP and 
b1Au@mSiO2@CIP nanocomposites were incubated with different 
antibiotics considered as potential interferents (IM) for ENRO 
quantification, such as AMPI and PENGS, as well as with the template 
molecule used for the fabrication of the CIP, Boc-Phe-OH. Incubation (see 
Table 4) and measurements in Raman confocal microscope were 
performed as described in the previous sections. 
Table 4. Incubation conditions (10 min) for the b1Au@mSiO2@MIP/CIP nanocomposites to 
evaluate the cross-reactivity of the SERS nanosensor. 
IM 
[Au0] 
(nM)(1) 
[IM] 
(nM) 
Nano-
composite 
(µL) 
IM 
stock 
(µL)(2) 
MeCN 
(µL) 
HEPES (25 
mM, pH 7.5) 
(µL) 
AMPI 25 249.0 6.7 17.4 175.9 200 
PENGS 25 249.0 6.7 17.4 175.9 200 
Boc-Phe-OH 25 249.0 6.7 17.4 175.9 200 
(1) All stock dispersions of nanocomposites used for this study were previously prepared 
to show a final Au0 concentration of 1.5 mM in MeCN, in terms of initial gold seed. (2) The 
concentration of interferent dilutions used was 5.7 µM in MeCN. 
7.7.4.2. Results and discussion 
7.7.4.2.1. TEM micrographs 
 
Figure 7. TEM micrographs of Au@mSiO2 (𝑟𝑆𝑖𝑂2 = 25 ± 4 nm): a) as-synthesized, and after 
functionalization with 4-CMPTCS silane, without further modifications (b) or, after a 
thermal annealing consisting of 300 ºC for 6 h (c). Black arrow in (b) indicates a silica 
aggregation coming from partially destroyed shells. Mesoporosity after functionalization 
without thermal processing was totally lost. Scale bar: 100 nm. 
Publicaciones científicas 
367 
 
Figure 8. TEM micrographs of b1Au@mSiO2 nanoparticles obtained through a direct 
branching of a) 0.75 mM Au@mSiO2 ([Au3+]/[Au0] = 6.6), b) 1 mM Au@mSiO2 ([Au3+]/[Au0] 
= 5.0), c) 2 mM Au@mSiO2 ([Au3+]/[Au0] = 2.5). Length of gold branches decreased as seed 
concentration increased. Scale bar: 50 nm. 
 
 
Figure 9. TEM micrographs of a) and b) Au@mSiO2@MIP, c) and d) Au@MIP, after silica 
etching of the previous nanoparticles. No mesoporous channels were observed after silica 
removal, resulting in gold cores embedded in a polymeric matrix. Scale bars: 100 nm (a, 
c) and 50 nm (b, d). 
 
 
Figure 10. TEM micrographs of a) and b) b2Au@mSiO2@MIP, c) and d) b2Au@MIP, 
obtained through a direct branching using 0.5 mM seeds and [Au3+]/[Au0] = 6.2 and 5.8, 
respectively. Black arrows in (d) indicate small gold colloids (< 2 nm) integrated by atoms 
reduced far from the gold core. Scale bars: 100 nm (a, c) and 50 nm (b, d). 
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Figure 11. TEM micrographs of b2Au@MIP nanoparticles obtained through a step-by-step 
branching of initial 0.5 mM Au@MIP used as seed and increasing ratios of [Au3+]/[Au0] = 
a) 0.6, b) 1.1, c) 1.7, d) 2.3, e) 2.9, f) 3.4, g) 4.0, h) 4.6, i) 5.2, j) 5.8. Scale bar: 50 nm. 
7.7.4.2.2. SERS activity 
 
Figure 12. Raman spectra of ENRO, pure powder (red spectra) and 0.1 mM antibiotic in 
the presence of 0.5 mM suspension of gold nanostars (blue spectra) using a) 633 nm and 
b) 785 nm lasers as excitation sources. No Raman signals were recorded for 0.1 mM 
antibiotic in the absence of gold nanostars. Measurement conditions: 10 s acquisition time 
and lasers operating at 1% of their total potency (2 mW). 
7.7.4.2.3. Selectivity of the SERS nanosensor 
 
Figure 13. Calibration plot, in logarithm x-axis, of b1Au@mSiO2@MIP () and 
b1Au@mSiO2@CIP () incubated with different ENRO concentrations for 10 min and their 
respective linear fittings (n = 3). 
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7.7.4.2.4. Cross-reactivity of the SERS nanosensor 
 
Figure 14. Chemical structures of the analytes used in the cross-reactivity study: a) 
enrofloxacin (ENRO), b) Boc-L-phenylalanine (Boc-Phe-OH), c) ampicillin (AMPI), d) 
penicillin G streptomycin (PENGS). All molecules show a carboxylic acid-carboxylate group 
(in red, bold), not involved in the recognition event, with a symmetric O-C-O stretching 
Raman mode around 1400 cm-1, used for quantification. 
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8.1. Preparación de MIPs micro y nanoestructurados 
mediante técnicas litográficas 
 En este apartado se discuten los resultados obtenidos empleando 
distintas técnicas litográficas para la fabricación de polímeros, entre las 
que se incluyen la litografía NIL, la litografía EBL y la fotolitografía 
(apartados 7.1. – 7.4.). Además de las características generales de estas 
técnicas, ya comentadas en la Introducción, la combinación de los 
procesos litográficos con la tecnología de impronta molecular 
proporciona ciertas ventajas tales como la posibilidad de fabricar 
motivos micro/nanométricos de MIP sobre distintos substratos. Estas 
micro/nanoestructuras presentan un área efectiva para el 
reconocimiento del analito muy superior y mucho más accesible que los 
polímeros obtenidos mediante otro tipo de técnicas.393 Particularmente, 
la litografía EBL, gracias a su resolución nanométrica y 
tridimensional,627 permite crear estructuras de elevada complejidad con 
una porosidad “sintética” que favorece la difusión de la especie de 
interés hasta las cavidades de reconocimiento selectivo. A continuación, 
se discuten los aspectos más relevantes de los trabajos publicados 
sobre este tema. 
8.1.1. Fabricación de redes de difracción basadas en MIPs 
aplicando la técnica NIL. Aplicaciones sensoras 
Para la fabricación de las redes de difracción poliméricas se 
evaluaron dos tipos de moldes fabricados mediante procesos litográficos: 
el primero, basado en un sustrato de Si/SiO2; y el segundo, en la resina 
epoxi SU-8 (Figura 45). En el primero de los casos277 se generó una 
capa de SiO2 de 2 µm de grosor sobre un substrato de Si cristalino 
mediante deposición química en fase vapor asistida por plasma. 
Posteriormente, se depositó una foto-resina de polimetacrilato de metilo 
(PMMA) mediante la técnica de spin-coating, sobre la que se grabaron, 
mediante litografía de contacto e irradiación con luz UV (255 nm), los 
motivos elegidos (4 × 4 mm2), en forma de red de pesca con un período 
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de repetición de 6 µm. Tras el revelado de la resina expuesta con THF, 
se depositó por evaporación inducida por haz de electrones una película 
de Cr. El sustrato se lavó con acetona para eliminar los restos de 
polímero, dejando sin protección de Cr aquellas zonas donde se 
encontraba la resina. Seguidamente, se sumergió en un baño salino 
para disolver las regiones de SiO2 expuestas, mientras que las zonas 
protegidas con Cr se mantuvieron inalteradas. Por último, se eliminó el 
resto de Cr por tratamiento químico del substrato, quedando grabado el 
motivo de la red en la capa de SiO2.  
En el segundo caso, y tal como se explica en el artículo recogido 
en el apartado 7.1.,628 se fabricó un molde de 340 nm de espesor y un 
periodo de 12 µm a partir de la resina SU-8, empleando también 
técnicas fotolitográficas.  
 
Figura 45. Moldes empleados para la obtención de los motivos MIP nanoestructurados 
mediante NIL: a) Si/SiO2; b) SU-8. 
Con objeto de evitar la adhesión del polímero y facilitar el 
despegado mecánico de la red de difracción polimérica del sustrato, el 
molde de Si/SiO2 se funcionalizó con un silano altamente hidrofóbico, 
el tricloro(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-tridecafluorooctil)silano. La reacción 
de derivatización se llevó a cabo en fase vapor para facilitar el acceso del 
reactivo a las cavidades menos accesibles del molde grabado.629 
Para la inmovilización de la red de difracción se empleó un 
portaobjetos de vidrio previamente funcionalizado con metacrilato de 3-
(trimetoxisilil)propilo, MPS (Figura 46). Como se ha comentado en la 
Introducción, este reactivo es el más utilizado para la funcionalización 
de soportes y substratos tanto planos como en forma de 
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micro/nanopartícula, para después llevar a cabo la polimerización de la 
mezcla precursora de MIP sobre su superficie.276 Cabe destacar que la 
elección del substrato de vidrio como soporte se fundamentó en su 
transparencia óptica en la región del espectro electromagnético 
empleada para la caracterización de la red de difracción. 
 
Figura 46. Funcionalización de la superficie de un portaobjetos de vidrio mediante 
reacción con el silano MPS. 
 El proceso de obtención de la red de difracción de MIP se 
esquematiza en la Figura 47. En una primera etapa, la mezcla de 
prepolimerización (3 µL), bien del MIP o del NIP, se vierte sobre los 
moldes y se presiona manualmente con el substrato de vidrio 
funcionalizado con MPS. Tras la polimerización, llevada a cabo en el 
interior de tubos de polipropileno purgados con Ar, se desmolda el 
substrato para proceder a su lavado y posterior caracterización. 
 
Figura 47. Esquema del proceso de obtención de la red de difracción MIP/NIP mediante 
nanoimpresión por microcontacto: a) la mezcla de prepolimerización se vierte sobre el 
molde y se presiona con el substrato de vidrio funcionalizado; b) polimerización (50 ºC, 2 
h); c) desmolde de la estructura polimerizada. 
Tol. anh., 24 ºC, 12h
MeOH
Molde
a)
b)
c)
Polimerización
Red de difracción
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 De los dos moldes estudiados, se eligió aquel basado en la resina 
SU-8 ya que, a pesar de no ser reutilizable, mostró excelentes 
propiedades de penetración de la mezcla de prepolimerización, así como 
de despegado sin aplicar fuerza mecánica tras la polimerización. Por su 
parte, el molde de Si/SiO2 pudo reutilizarse hasta en cuatro ocasiones, 
lo que permitió obtener redes de difracción de MIP y NIP usando el 
mismo molde. Sin embargo, la limitada accesibilidad de la mezcla hacia 
el interior del grabado y la complejidad del proceso de silanización en 
fase vapor, descartaron su uso para la obtención de estas estructuras. 
 En paralelo se sintetizaron los correspondientes polímeros en 
bloque, en forma cilíndrica, empleando la misma mezcla de 
prepolimerización utilizada para la fabricación de la red de difracción, a 
fin de evaluar las características de los polímeros sintetizados.  
Como parte de la caracterización analítica se evaluó, en una 
primera etapa, el índice de refracción del material (n), ya que la señal 
que se relacionará con la concentración de analito es la eficiencia de 
difracción de la red ( 𝜂 ), parámetro íntimamente relacionado con la 
variación del índice de refracción (Ecuación 7). El significado de los 
parámetros de esta expresión se detalla en el apartado 7.1. (p. 214) 
Ecuación 7.                √𝜂 =
𝛤
𝜋
|√2[1 − 𝑐𝑜𝑠(2𝜋𝛤)]| 𝑠𝑖𝑛 (
𝜋𝑑𝑔𝛥𝑛
𝜆
) ≅ 
𝛤
𝜋
|√2[1 − 𝑐𝑜𝑠(2𝜋𝛤)]| × (
𝜋𝑑𝑔𝛥𝑛
𝜆
) 
Un método aproximado, y no destructivo, para la determinación 
del índice de refracción del material consiste en sumergir el cilindro de 
polímero en distintos disolventes hasta encontrar aquel en el que el 
material se hace transparente a la transmisión, es decir, en el que las 
pérdidas por dispersión de la luz transmitida son despreciables, 
condición denominada de index matching. Como se observa en la Figura 
3 del trabajo 7.1. (p. 215), cuando el cilindro se sumergió en 
clorobenceno y el disolvente penetró en los poros del material, la 
homogeneidad entre sus índices de refracción (n = 1.524, a temperatura 
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ambiente) se tradujo en la transparencia del material. Estas 
observaciones fueron consistentes con la caracterización 
espectroscópica (en transmitancia, Figura 4 b, p. 216) del cilindro, así 
como con las curvas de atenuación óptica (𝛼 , Figura 4 a, p. 216), 
definidas como la facilidad con la que un haz de luz penetra la materia, 
y que están relacionadas con la transmitancia (𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠) y el espesor del 
material (𝐿 = 1 cm) a partir de la Ecuación 8: 
Ecuación 8.                         𝛼𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠 = −𝐿[ln(𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠/0.9216)] 
En un medio que produce elevada dispersión, como es el caso del 
cilindro de polímero, la cantidad de luz transmitida, no dispersada, se 
incrementa cuando la diferencia entre los índices de refracción del 
material y sus poros disminuye.630 Cuando el disolvente que rellena los 
poros presenta un índice de refracción similar al del polímero, como es 
el caso del clorobenceno, se minimizan las pérdidas por dispersión. A 
partir de aquí se calculó un coeficiente de atenuación óptica para el 
polímero de 0.2 cm-1 para una longitud de onda de 632 nm. Con estos 
datos y a partir de la Ecuación 9 (detalles en la p. 213), se dedujo la 
porosidad del material, 𝑥𝑝 = (50 ± 5)%. 
Ecuación 9.                        
𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠(𝜆2)
𝑇𝑝𝑜𝑟𝑜𝑢𝑠(𝜆1)
=
𝑒𝑥𝑝{[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆2)−(1−𝑥𝑝)𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆2)]𝐿}
𝑒𝑥𝑝{[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆1)−(1−𝑥𝑝)𝛼𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑥(𝜆1)]𝐿}
=
                                                               
𝑒𝑥𝑝[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆2)𝐿]
𝑒𝑥𝑝[−𝑥𝑝𝛼𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆1)𝐿]
= [
𝑇𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆2)
𝑇𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑(𝜆1)
]
𝑥𝑝
 
El índice de refracción del material y su porosidad se calcularon, 
así mismo, a partir de las características de la red de difracción. Para su 
determinación, el vidrio funcionalizado con la red de difracción se 
dispuso en el interior de una celda de 3 mL de volumen, irradiándose 
con un haz láser de 632.8 nm. 
La celda de medida (Figura 48), conteniendo la red de difracción, 
se rellenó con distintos disolventes (MeOH, H2O, EtOH, isopropanol y 
ciclohexano), elaborándose la curva de eficiencia de difracción en 
función del índice de refracción tabulado para cada líquido, de acuerdo 
con la Ecuación 7. 
Discusión integradora 
380 
 
Figura 48. Montaje y medida de la red de difracción para la obtención del patrón 
bidimensional, empleando un láser de 632.8 nm. 
A partir de esta curva (Figura 6 a, p. 218), que muestra un 
comportamiento lineal, y conociendo el grosor de los motivos de la red 
(322 ± 13 nm), determinado mediante AFM (Figura 5, p. 217), así como 
la relación de repetición de los motivos respecto a la base en cualquiera 
de las direcciones del plano x-y (factor de llenado, 𝛤 ≈1/2), se pueden 
calcular tanto la porosidad como el índice de refracción de la red de 
polímero. La porosidad se calculó a partir de la pendiente de la recta, 
obteniéndose un valor de 𝑥𝑝 = (47 ± 3)%, mientras que el índice de 
refracción se determinó a partir de la intersección de la recta de ajuste 
con el eje de ordenadas, siendo n = 1.516 ± 0.009. Como se puede 
comprobar, no existen diferencias significativas, a un nivel de confianza 
del 98%, entre los valores de porosidad e índice de refracción calculados 
para el polímero en formato de bloque y en forma de red de difracción. 
En el siguiente experimento se determinó la capacidad de la red 
de difracción para reconocer selectivamente el analito empleado como 
plantilla durante su síntesis, el antibiótico enrofloxacino (ENRO). El 
reconocimiento del analito por el MIP origina una variación en el índice 
de refracción del material, que puede atribuirse tanto a la presencia del 
analito en el interior del polímero en comparación al medio que lo rodea, 
y que modifica la continuidad del medio material (polímero), como a los 
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cambios en la dimensionalidad de la matriz, por hinchamiento a 
consecuencia del evento de unión. Ambos efectos coexisten durante el 
reconocimiento molecular418 y son los responsables de las variaciones 
observadas en la eficiencia de difracción de la red, magnitud que está 
directamente relacionada con la concentración de analito presente en la 
muestra.  
La selectividad del polímero se evaluó en presencia de flumequina 
(FLU), otro antibiótico de la misma familia que el ENRO, en el mismo 
intervalo de concentraciones. Como se observa en la Figura 49, se 
obtuvo una diferencia de eficiencia de difracción superior al 2% para el 
ENRO respecto a la FLU, para una concentración de 50 M de ambas 
fluoroquinolonas, y superior al 6% para concentraciones de 70 M 
(Figura 49). 
 
Figura 49. Eficiencia relativa de difracción de la red bidimensional de MIP para 
diferentes concentraciones de ENRO (cuadrados negros) y FLU (círculos rojos) en el 
medio MeCN:HEPES (0.1 M, pH 7.5) (50:50, v/v). 
 No se observaron cambios en el índice de refracción y, por tanto, 
en la eficiencia de difracción en las redes de NIP, lo que confirma la 
elevada especificidad y selectividad del material preparado. Sin embargo, 
la red de difracción MIP presentó un comportamiento de saturación 
para concentraciones de analito superiores a 70 M. En comparación a 
un trabajo similar,277 la respuesta observada y el intervalo dinámico del 
sensor son considerablemente más limitados, lo que se atribuyó a un 
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mayor grado de entrecruzamiento de la red polimérica. Adicionalmente, 
el tiempo necesario para lograr una señal estacionaria resultó ser de 48 
h, en contraposición a las 30 h de incubación descritas en el trabajo 
anterior. Sin embargo, las redes de difracción preparadas en este 
trabajo demostraron ser más robustas y reproducibles durante el 
proceso de fabricación que las sintetizadas previamente,277 y más 
estables en presencia de disolventes orgánicos. No obstante, el mayor 
grado de entrecruzamiento dio lugar a la obtención de redes poliméricas 
con menor capacidad de hinchamiento, observándose así cambios más 
pequeños en la eficiencia de difracción y, por tanto, en la sensibilidad. 
Sin duda alguna, la limitación más importante de este sensor fue 
el largo tiempo de incubación necesario para obtener la respuesta 
analítica, por lo que se descartaron este tipo de material y método de 
transducción óptica para los siguientes trabajos incluidos en la 
presente Tesis Doctoral. 
8.1.2. Aplicación de la técnica EBL para el desarrollo de 
sensores ópticos basados en copolímeros lineales como 
elementos de reconocimiento molecular 
En este apartado se recogen los resultados de tres publicaciones 
basadas en la nanoestructuración de MIPs sobre distintos substratos 
empleando para su fabricación la litografía de haz de electrones (EBL). 
La investigación se centró en el empleo de resinas de base metacrílica, 
tanto comerciales (artículo 7.2.) como de nuevos copolímeros sintéticos 
de cadena lineal (artículos 7.3. y 7.4.), para la obtención de 
nanoestructuras de MIP selectivas a las plantillas 2-aminoacridona 
(2AA) y rodamina 123 (R123). Aunque el interés analítico de estos 
compuestos es escaso, su elección como moléculas plantilla se debió a 
que facilitaban la caracterización de las estructuras obtenidas mediante 
microscopía de fluorescencia.  
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La litografía EBL emplea un haz de electrones acelerado sobre 
una resina sensible a estas partículas durante la etapa de exposición.631 
El dispositivo instrumental facilita que el haz de electrones se concentre 
en un punto de la resina de apenas un par de nanómetros, barriendo 
su superficie, punto por punto, para generar el motivo de forma 
secuencial (Figura 50). La resolución de la técnica se encuentra entre 5 
y 20 nm y viene determinada, principalmente, por la naturaleza de la 
resina utilizada. 
 
Figura 50. Esquema de un proceso de litografía por haz de electrones: a) vista lateral 
del montaje; b) vista superior del motivo generado durante la exposición por escritura 
secuencial. Imagen reproducida y modificada con permiso de la referencia 631. 
8.1.2.1. Propiedades luminiscentes de un copolímero comercial 
polimerizado con haz de electrones 
En una primera aproximación, se emplearon resinas comerciales 
de poli(metacrilato de metilo), PMMA, y poli(metacrilato de metilo-co-
ácido metacrílico), P(MMA-co-MAA), usadas habitualmente como 
polímeros activos a la acción de un haz de electrones y a la radiación 
UV, para la fabricación de motivos nanoestructurados. Ambas resinas 
presentan carácter negativo, es decir, los motivos irradiados con el haz 
de electrones permanecen sobre el substrato una vez se ha procedido a 
su revelado. 
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Las resinas comerciales fueron previamente caracterizadas con 
objeto de encontrar su dosis umbral, 𝐷0 , definida como la dosis 
electrónica mínima necesaria que hay que aplicar para que, tras el 
revelado, se obtenga un motivo remanente de espesor definido, medible 
mediante AFM, sobre el substrato. También se caracterizó su contraste, 
parámetro que se estima mediante la Ecuación 10: 
Ecuación 10.                              𝛾 = [log(𝐷100/𝐷0)]
−1 
donde 𝐷100 es la dosis a partir de la cual se obtienen motivos de espesor 
constante, independientemente de que la dosis de irradiación siga 
aumentado.632 Los valores de 𝛾 , 𝐷0  y 𝐷100  para ambas resinas, 
calculados a partir de las curvas de espesor frente a la dosis electrónica 
aplicada (Figura 2, p. 233), se recogen en la Tabla 28, siendo similares 
en todos los casos a los reportados por otros autores.633 
Tabla 28. Valores correspondientes a la dosis umbral, 𝐷0 , y al contraste, 𝛾, de las 
resinas de PMMA y P(MMA-co-MAA). 
Parámetro Valor 
𝜸𝑷𝑴𝑴𝑨 4.4 
𝜸𝑷(𝑴𝑴𝑨−𝒄𝒐−𝑴𝑨𝑨) 3.1 
𝑫𝟎
𝑷𝑴𝑴𝑨 6.2 mC/cm2 
𝑫𝟎
𝑷(𝑴𝑴𝑨−𝒄𝒐−𝑴𝑨𝑨)
 4.9 mC/cm2 
El objetivo principal de la investigación era demostrar, por 
primera vez, la posibilidad de generar nanoestructuras de MIP 
empleando la técnica litográfica EBL. Por ello, se seleccionó la resina 
comercial P(MMA-co-MAA) para llevar a cabo la impronta, dado que esta 
resina contiene grupos ácido carboxílico/carboxilato en las unidades de 
MAA, que pueden formar enlaces de hidrógeno con moléculas que 
presenten grupos amino, como es el caso de la 2AA (Figura 51). 
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Figura 51. Interacción propuesta entre el fluoróforo 2AA y el carboxilato de las 
unidades del ácido metacrílico del polímero comercial P(MMA-co-MAA), mediante enlace 
de hidrógeno. La proporción de unidades MMA/MAA en el copolímero comercial está 
sujeta a secreto industrial. 
Se fabricaron distintos motivos de P(MMA-co-MAA) en forma de 
rectángulos y de cuadrados reticulados (red de pesca). En el caso de los 
rectángulos, se fabricaron siete microestructuras con dosis electrónicas 
comprendidas en el intervalo 7 – 19 mC/cm2, en presencia de tres 
concentraciones distintas de 2AA: 0.15, 0.78 y 1.57 µM (Figura 52).  
 
Figura 52. Micrografías de campo brillante (“bright field”, ganancia de 1.85 y 87 ms de 
tiempo de adquisición) y de fluorescencia (ganancia de 11.91 y 1.183 s de tiempo de 
adquisición) de las estructuras rectangulares de P(MMA-co-MAA) tras su síntesis. Las 
estructuras se polimerizaron en presencia de 0.15, 0.78 y 1.57 µM de 2AA, a distintas 
dosis electrónicas (7 – 19 mC/cm2). Imágenes adquiridas con un microscopio de 
epifluorescencia, empleando un láser de 405 nm como fuente de excitación, un espejo 
dicroico de 470 nm y un filtro “cut-off” de 495 nm. El diámetro de la circunferencia 
(“pinhole”) del objetivo del microscopio (X10) equivale a 40 µm. 
Cuando estas estructuras se lavaron con MeOH:AcOH (2%, v/v) 
durante 30 min para eliminar la molécula plantilla, se produjo una 
degradación progresiva de su integridad. Se concluyó que las resinas 
comerciales no presentaban una buena adherencia al substrato, lo que 
se traducía en una importante irreproducibilidad en el análisis de 2AA. 
Este aspecto, junto a la autofluorescencia que mostraron las 
estructuras escritas (Figura 53) y cuya emisión solapaba con la 
fluorescencia de la 2AA, condujo al descarte de este polímero para el 
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desarrollo de sensores ópticos. Además, este comportamiento era 
independiente del sustrato elegido para su fabricación, Ti o Si, ambos 
ampliamente usados como soportes en litografía EBL. Cabe destacar 
que, debido a la mayor reflectividad que presenta el Ti en comparación 
con el Si,634 la intensidad de la fluorescencia de las estructuras de MIP 
fue ligeramente superior cuando se escribieron sobre el primer 
substrato. 
 
Figura 53. Micrografías de campo brillante (a y c, “bright field”, ganancia de 2.10 y 50 
ms de tiempo de adquisición) y de fluorescencia (b y d, ganancia de 11.91 y 30 s de 
tiempo de adquisición) de estructuras cuadradas (macizas, 50 × 50 µm2) de P(MMA-co-
MAA), tras la polimerización a distintas dosis electrónicas (7 – 25 mC/cm2, desde el 
motivo inferior a la derecha, en sentido de las agujas del reloj), sobre substratos de Ti (a 
y b) y Si (c y d), adquiridas con un microscopio de epifluorescencia. e) Intensidad de 
emisión promedio de los motivos tras su síntesis. Medidas obtenidas por integración de 
la señal con el programa ImageJ. 
La señal óptica de emisión también se monitorizó con un 
espectrofluorímetro acoplado a una fibra óptica, obteniéndose el 
espectro de emisión de los motivos, tal y como se muestra en la Figura 
3 a (p. 233). Se observa una relación lineal entre la intensidad de 
emisión de luminiscencia ( 𝜆𝑚á𝑥
𝑒𝑚  = 485 nm) de las microestructuras 
poliméricas, escritas en ausencia de analito, y la dosis electrónica 
empleada para su fabricación (Figura 3 b, p. 233). Es importante 
destacar que únicamente la región escrita presenta emisión, puesto que 
las fotografías se adquirieron inmediatamente después de la escritura 
con el haz de electrones y sin revelar. El polímero que quedó alrededor 
de los motivos cuadrados, y que no fue sometido al proceso litográfico, 
no presentó fotoluminiscencia en las mismas condiciones de irradiación 
que los motivos, demostrando que la fluorescencia de éstos estaba 
asociada al evento de escritura EBL. 
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Por otra parte, se llevó a cabo la caracterización de los motivos 
polimerizados mediante espectroscopia Raman, con el objeto de explicar 
cuál era el origen de la autofluorescencia que mostraban (Figura 4, p. 
234). Se observaron dos bandas en la resina sin tratar alrededor de 
1460 y 1730 cm-1, correspondientes a las vibraciones de flexión de tijera 
de los grupos -CH2 y a las vibraciones de tensión simétricas de los 
grupos C=O, respectivamente.635 Tras la irradiación de los motivos con 
dosis electrónicas crecientes, estas dos bandas quedaron prácticamente 
enmascaradas debido a la dispersión de la radiación provocada por el 
entramado polimérico. Sin embargo, fue posible identificar una banda 
creciente, centrada en 1636 cm-1, que se atribuyó a la formación de 
nuevos enlaces C=C. 
Se dedujo que el evento fluorescente observado no era casual y 
estaba relacionado con la formación de dobles enlaces conjugados a lo 
largo de la estructura, tal y como se ha descrito previamente para otros 
polímeros lineales (por ejemplo, poliestireno) aplicados en fotolitografía 
y EBL.636 No obstante, hasta el momento nadie había reportado un 
comportamiento similar en este tipo de polímeros lineales de base 
metacrílica, lo cual es bastante sorprendente teniendo en cuenta la 
cantidad de publicaciones científicas que existen sobre estas resinas 
comerciales. 
Lo que hace particularmente interesante a este estudio es que, 
aunque no se ha conseguido optimizar un sensor óptico basado en un 
MIP como elemento de reconocimiento selectivo para 2AA, se ha 
demostrado la posibilidad de obtener mediante EBL estructuras que 
presentan fotoluminiscencia en función de la dosis empleada en su 
escritura y sin presentar unidades aromáticas conjugadas. Este tipo de 
micro/nano-estructuras fotoluminiscentes podrían tener aplicación en 
chips fotónicos o de optofluídica, así como actuar de marcadores en 
microscopía de fluorescencia o asuntos de seguridad como, por ejemplo, 
en la fabricación de microestructuras fluorescentes (bajo luz UV-Vis) 
para la codificación de papel moneda. 
Discusión integradora 
388 
8.1.2.2. Síntesis de un copolímero lineal con tono dual y su empleo 
en la técnica EBL sin amplificación química 
La elección de una resina comercial no ofreció buenos resultados 
para el desarrollo de un sensor óptico, tanto en términos de estabilidad 
estructural como en el reconocimiento selectivo y reproducible de la 
molécula plantilla. En paralelo al trabajo anterior, se abordó la síntesis 
de un copolímero lineal que permitiera evitar estas limitaciones. 
Además, el riguroso control del protocolo de síntesis de un nuevo 
copolímero facilitaría la impronta molecular, ya que la composición 
exacta de grupos “colgantes” de la cadena polimérica lineal de las 
resinas comerciales, que actúan como “monómeros funcionales”, no es 
facilitada por el fabricante. 
Para la obtención de la resina de interés se llevó a cabo, en primer 
lugar, una polimerización radicalaria libre entre los monómeros 
metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA) y metacrilato de 2-aminoetilo 
(AEM), en una relación molar 9 a 1, respectivamente (Figura 1, p. 243). 
Es bien sabido que, en general, las copolimerizaciones de monómeros 
de naturaleza similar (metacrílicos, en este caso) conducen a la 
generación de copolímeros estadísticos, en los que las unidades de 
ambos monómeros se repiten de forma estocástica a lo largo de la 
cadena lineal.220 La reacción se realizó en un medio MeOH:H2O (10:1, 
v/v) con el objeto de solubilizar el monómero AEM, dado que su amina 
primaria se encontraba en forma de sal de clorhidrato. El copolímero 
obtenido fue el poli(metacrilato de 2-hidroxietilo-co-metacrilato de 2-
aminoetilo), P(HEMA-co-AEM).  
Tras su preparación, el copolímero se precipitó y se purificó, re-
disolviéndose en DMF para llevar a cabo la funcionalización de los 
grupos amino de la cadena lineal. En esta etapa se introdujo un doble 
enlace empleando el monómero N-(metacriloiloxi)-succinimida (MAOS) y 
dos equivalentes estequiométricos de trietilamina (TEA), uno para llevar 
a cabo la reacción y otro para neutralizar la molécula de ácido 
clorhídrico asociada inicialmente al grupo amino del AEM. A partir de 
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esta reacción se generó el copolímero poli(metacrilato de 2-hidroxietilo-
co-metacrilato de 2-metacrilamidoetilo), P(HEMA-co-MAAEMA). 
Tras la precipitación del copolímero en agua y sucesivos lavados 
en distintos disolventes, esta resina se caracterizó mediante 1H-RMN 
(Figura 2, p. 246), observándose la presencia de: i) los protones 
correspondientes a los dobles enlaces (5.63 y 6.05 ppm, valores de 
desplazamiento químico de las señales, en CH2=C(CH3)-CO-) 
introducidos durante la etapa de funcionalización; y ii) los grupos –OH y 
-CH2-OH correspondientes a las unidades inalteradas de HEMA, 
introducidas en la primera etapa, a 4.89 y 4.32 ppm, respectivamente. 
Sin embargo, la imposibilidad de establecer una línea base entre las 
amplias bandas de estas dos últimas señales, en comparación con las 
correspondientes a los protones de los dobles enlaces, no permitió 
realizar una aproximación de la cantidad de MAOS incorporado al 
copolímero. De acuerdo a la estequiometría inicial entre el HEMA y el 
AEM, y siempre que la funcionalización hubiera sido cuantitativa, la 
relación entre las señales integradas de los protones de los grupos –OH 
frente a uno de los protones de los dobles enlaces tendría que ser 1:9, 
mientras que, para los protones de los grupos –CH2- unidos al alcohol, 
que aparecen juntos en la misma señal, tendría que ser 1:4.5. 
Aproximadamente, la integración de las señales para los protones de los 
grupos hidroxilo corresponde a una relación de 1:8.7, aunque este dato 
experimental no es significativo, como consecuencia de lo comentado 
anteriormente. Este tipo de limitación es habitual en la caracterización 
de polímeros mediante RMN ya que, a diferencia de las moléculas 
orgánicas de bajo peso molecular, los copolímeros son entidades con 
una m,n-repetición de las unidades que los componen, donde los grupos 
“colgantes” de la cadena principal pueden disponerse en una gran 
variedad de orientaciones espaciales, de acuerdo al gran número de 
grados de libertad asociados a su distribución.637 La consecuencia 
directa de ello es el ensanchamiento de las señales correspondientes a 
dichos grupos, que fácilmente solapan con las señales de otros grupos 
funcionales cuando sus desplazamientos químicos son cercanos. 
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La caracterización del copolímero P(HEMA-co-MAAEMA) mediante 
GPC se llevó a cabo en el laboratorio del Grupo de Biomateriales del 
Instituto de Ciencia y Tecnología de Polímeros (ICTP) del CSIC bajo las 
condiciones experimentales recogidas en el artículo 7.3. El copolímero 
eluyó de tres columnas con distintos tamaños de poro, y dispuestas en 
serie, tras aproximadamente 15 minutos desde su inyección (Figura 54), 
empleándose un detector universal de índice de refracción para su 
monitorización. La integración de la señal permitió obtener los valores 
del peso molecular promedio en número, 𝑀𝑛 = 55 kDa, peso molecular 
promedio en peso, 𝑀𝑤 = 156 kDa, y peso molecular promedio Z, 𝑀𝑧 = 
356 kDa. El cociente entre 𝑀𝑤  y 𝑀𝑛 , denominado índice de 
polidispersidad (PDI, Ecuación 11), proporcionó una idea de la 
diferencia en tamaños entre las distintas cadenas resultantes del 
copolímero tras su síntesis.  
Ecuación 11.                                       𝑃𝐷𝐼 =
𝑀𝑤
𝑀𝑛
⁄  
En este caso, el valor de PDI obtenido (2.8) corresponde al de 
polímeros sintetizados bajo condiciones de polimerizaciones radicalarias 
libres (FRP).638  
Por otra parte, el copolímero se caracterizó como resina litográfica 
empleando la técnica EBL. Tras su deposición sobre obleas de Si 
mediante la técnica de spin-coating, se fabricaron distintas estructuras 
periódicas de cuadrados (5 × 5 µm2) y rectángulos (20 × 50 µm2 y 50 × 
100 µm2) empleando dosis electrónicas comprendidas en el intervalo 0.1 
– 70 µC/cm2, en las que la resina mostró un tono o comportamiento 
negativo, y a partir de las cuales se elaboró la curva de contraste 
(Figura 3, p. 247). 
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Figura 54. Perfil de elución del copolímero P(HEMA-co-MAAEMA) obtenido mediante 
cromatografía en permeación de gel (GPC). 
El contraste y la dosis umbral se determinaron de forma análoga 
a las comentadas en el apartado anterior para las resinas comerciales, 
obteniéndose los valores recogidos en la Tabla 29.  
Tabla 29. Valores correspondientes al contraste, 𝛾, a la dosis umbral, 𝐷0, y a la dosis 
límite de entrecruzamiento, 𝐷50, para el copolímero de P(HEMA-co-MAAEMA). 
Parámetro Valor 
𝜸𝑷(𝑯𝑬𝑴𝑨−𝒄𝒐−𝑴𝑨𝑨𝑬𝑴𝑨) 1.2 
𝑫𝟎
𝑷(𝑯𝑬𝑴𝑨−𝒄𝒐−𝑴𝑨𝑨𝑬𝑴𝑨)
 0.14 µC/cm2 
𝑫𝟓𝟎
𝑷(𝑴𝑴𝑨−𝒄𝒐−𝑴𝑨𝑨)
 0.52 µC/cm2 
El parámetro 𝐷50 hace referencia a la sensibilidad de la resina o 
dosis límite de entrecruzamiento, definida como el valor de dosis 
electrónica necesario para alcanzar la mitad del espesor máximo tras el 
revelado (reducción del espesor final del 50%). El contraste de la resina 
sintética es del mismo orden de magnitud que el de las resinas 
comerciales empleadas para litografía de tono gris o 
microestereolitografía, lo que planteó su potencial aplicación para el 
desarrollo de micro y nanoestructuras 3D. Este aspecto se demostró 
mediante la creación de una cúpula micrométrica (Figura 10, p. 253) 
exponiendo la resina a diferentes dosis en forma de círculos 
concéntricos, y modificando la altura de dichos círculos en el eje z. Por 
otra parte, la dosis de entrecruzamiento encontrada resultó ser un 
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orden de magnitud inferior a la de las resinas comerciales más 
sensibles, que son las que incluyen en su composición un compuesto 
que actúa como amplificador químico (CARs, del inglés chemically 
amplified resists), típicamente un generador fotoácido. Estos aspectos, 
junto al uso totalmente prescindible de una etapa de calentamiento 
para la obtención de los motivos, supusieron una simplificación, de 
gran relevancia en el proceso de escritura de las resinas EBL, ya que el 
tiempo requerido en el proceso de fabricación se disminuyó 
considerablemente. Estas propiedades se atribuyeron a la presencia de 
dobles enlaces en la estructura polimérica que la confieren una elevada 
reactividad, favoreciendo la polimerización sin la adición de iniciadores 
radicalarios ni amplificadores químicos.  
En cuanto a su resistencia química, se observó que, a excepción 
de los rectángulos obtenidos a dosis electrónicas próximas a la de 
entrecruzamiento, la integridad y la adherencia de los motivos se 
mantenía inalterada al sumergir los sustratos en MeOH durante, al 
menos, 6 h. En ninguno de los casos se observaron cambios 
significativos en el espesor de los motivos, en contraposición a lo 
sucedido con los escritos empleando resinas comerciales.  
 La resolución de escritura EBL del copolímero se evaluó 
generando motivos lineales sobre un substrato de Si empleando una 
dosis de 300 pC/cm y separaciones crecientes entre cada línea. Esta 
resolución depende estrechamente del efecto de las fuerzas capilares 
durante el secado de la resina y de los electrones retrodispersados 
durante su escritura. Éstos son responsables del ataque a las zonas 
colindantes, originando los “fosos” observados cuando se emplean 
resinas comerciales (Figura 53). En esta ocasión, tras depositar una 
capa de 60 nm de grosor de P(HEMA-co-MAAEMA) sobre la oblea de Si y 
proceder a su escritura, se obtuvieron líneas de una altura de entre 50 
y 60 nm, similar al grosor de la capa depositada, y con una anchura de 
125 nm (Figura 4, p. 248). La mínima separación medible entre líneas 
(resolución de medio paso o half-pitch) fue de 100 nm, muy superior a la 
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observada para resinas comerciales de EBL de tono negativo que suele 
ser de 11.5 nm.639 Es habitual que una resina de elevada sensibilidad, 
como la sintetizada en este trabajo, presente menor resolución que 
otras menos sensibles, ya que se trata de parámetros inversamente 
relacionados. No obstante, debe considerarse que mientras que la 
sensibilidad depende casi exclusivamente de la composición del 
copolímero, la resolución puede verse afectada por factores externos 
tales como el proceso de revelado, el grosor de la capa depositada sobre 
el substrato y el voltaje de aceleración de los electrones. Estos 
parámetros pueden modularse con objeto de mejorar la resolución 
obtenida con el copolímero sintético. 
 El copolímero se caracterizó químicamente mediante XPS, antes y 
después del proceso de escritura, eligiendo a tal efecto uno de los 
motivos irradiados con una dosis de 10 µC/cm2. Los espectros 
mostraron información relevante acerca de los tipos de átomos y grupos 
funcionales que componen el polímero (Figura 55).  
Tanto la resina irradiada como la no irradiada mostraron señales 
a 248.8 eV, correspondiente a los enlaces C-C y C-H, a 286.4 eV, debida 
a enlaces C-O, y a 288.5 eV, asignada a los enlaces COO.640 La forma y 
el área de estas tres señales fueron similares en ambos casos. Sin 
embargo, el ancho total de las señales a la mitad del máximo de las 
bandas fue de 2.17 eV en la resina irradiada y de 1.94 eV en la no 
irradiada, lo que evidenciaba el cambio ocurrido durante la irradiación 
en el entorno electrónico de los átomos de C debido a la formación de 
nuevos enlaces. Este aspecto avaló la idea de que dosis electrónicas 
crecientes favorecen el entrecruzamiento gracias a la presencia de los 
dobles enlaces introducidos sintéticamente. Análogamente, se adquirió 
el espectro fotoelectrónico del nivel 1s del oxígeno, mostrando, en 
ambos casos, dos señales a 532.2 y 533.4 eV, correspondientes a los 
enlaces C=O y C-O, respectivamente.640 La relación entre las señales 
C/O proporcionó un valor de 0.31 para la resina no irradiada y de 0.30 
para la resina escrita, demostrando que, a la dosis electrónica empleada, 
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la radiación electrónica no tiene ningún efecto sobre la composición 
global de la resina. 
Además de la elevada sensibilidad del P(HEMA-co-MAAEMA) para 
su escritura con EBL, otra de las propiedades excepcionales de esta 
resina fue su reversibilidad de tono en función de la dosis electrónica 
aplicada. Para estudiar este efecto, se fabricaron patrones ordenados 
(arrays) de círculos y de cuadrados de 5 µm de diámetro (Figura 11, p. 
254, y Figura 56 b) y 5 × 5 µm2 (Figura 56 a), respectivamente, con 
dosis crecientes (incrementos) de 3 mC/cm2.  
El comportamiento o tono negativo observado para el copolímero 
a dosis electrónicas bajas es particularmente útil ya que, como se ha 
comentado anteriormente, el tiempo global del proceso de escritura EBL 
se reduce considerablemente. Sin embargo, para dosis superiores a 
3 mC/cm2 la resina presenta un tono positivo, es decir, las regiones 
irradiadas se eliminan durante el proceso de revelado. Este 
comportamiento se atribuyó a la fragmentación de las cadenas 
poliméricas en unidades más pequeñas y solubles por efecto del haz de 
electrones. 
 
Figura 55. Espectros XPS de: a) C1s y b) O1s de una película de resina P(HEMA-co-
MAAEMA) no expuesta en comparación con la misma resina expuesta, para una dosis 
electrónica de 10 µC/cm2. 
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Figura 56. a) Imagen obtenida con un microscopio óptico para un “array” de cuadrados 
5 × 5 µm2 de la resina P(HEMA-co-MAAEMA) expuesta a dosis electrónicas crecientes. El 
motivo (no visible) de abajo a la izquierda se obtuvo con una dosis de 50 µC/cm2. La 
secuencia de exposición varía horizontalmente, y en zigzag, en incrementos de 
3 mC/cm2, hasta un máximo de 297 mC/cm2 (motivo superior izquierdo). Las regiones 
claras y oscuras corresponden a la ausencia y presencia de la resina, respectivamente. 
b) Micrografía AFM de la superficie de un círculo de 5 µm de diámetro obtenido con una 
dosis electrónica de 45 mC/cm2 (segundo tono negativo de la resina). 
 En principio, la frecuencia de este proceso de fragmentación 
tendría que ser superior a la del entrecruzamiento entre cadenas a 
bajas dosis electrónicas y responsable del comportamiento negativo, 
como se demostró mediante XPS.  
Sin embargo, con ambos arrays, de círculos y cuadrados, se 
observó que, al emplear dosis superiores a 21 mC/cm2 la resina 
mostraba de nuevo tono negativo. El mecanismo responsable de este 
comportamiento es más complicado de explicar, y podría atribuirse 
tanto a procesos de carbonización de la estructura, con eliminación de 
átomos de oxígeno en forma de O2, H2O y CO2 y la correspondiente 
grafitización del motivo, como a un elevado grado de entrecruzamiento 
que genera especies de gran peso molecular insolubles en el disolvente 
de revelado.641  
La resina se caracterizó espectroscópicamente tras su deposición 
sobre un substrato de cuarzo y, como se observa en la Figura 8 (p. 251), 
la transmitancia del polímero en el intervalo comprendido entre 380 nm 
y 900 nm es del 90%. Seguidamente, se determinó el índice de 
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refracción del copolímero, obteniéndose un valor de 1.53, muy cercano 
al observado para las redes de difracción.  
Al igual que con la resina comercial, descrita en el apartado 
anterior, los motivos polimerizados también mostraron emisión de 
fluorescencia al ser excitados con radiación de 405 nm. Como ya se 
propuso en el estudio anterior, la emisión de luz visible de materiales 
orgánicos expuestos a una radiación se puede relacionar con la 
formación de múltiples especies radicalarias que, en última instancia, 
originan estructuras altamente conjugadas. Además, en esta ocasión 
también se observó fotoluminiscencia empleando una radiación 
electrónica de escritura varios órdenes de magnitud inferior a la 
necesaria para generar motivos luminiscentes en las resinas basadas en 
anillos aromáticos conjugados, como el poliestireno.636  
No obstante, no tenemos una explicación definitiva para este 
fenómeno dado que, aunque los estudios de Raman de la resina 
comercial PMMA confirmaron la hipótesis de la formación de dobles 
enlaces conjugados en las cadenas lineales de polímero tras la 
irradiación con un haz de electrones, la emisión de luminiscencia de la 
resina P(HEMA-co-MAAEMA) también se observó cuando el 
entrecruzamiento se realizó tanto por iniciación térmica como 
fotoquímica. En esta resina no se estudió la formación de dobles 
enlaces conjugados mediante espectroscopia Raman ya que cabría 
esperar que la señal alrededor de 1640 cm-1, característica de los 
mismos, solapara con la señal de los grupos C=O de las amidas.642  
 Respecto al comportamiento de este polímero como elemento de 
reconocimiento selectivo (MIP), se llevó a cabo el proceso de impronta y 
escritura empleando de nuevo la plantilla 2AA. Sin embargo, aunque en 
esta ocasión la resina escrita presentó mejor adherencia sobre el 
substrato que la resina comercial, no se observaron diferencias 
significativas entre la emisión luminiscente del MIP y del NIP en 
presencia de concentraciones crecientes de analito, demostrando que el 
reconocimiento observado no era selectivo. 
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Por todo ello se descartó emplear la resina P(HEMA-co-MAAEMA) 
para el proceso de impronta. En comparación con los copolímeros 
PMMA y P(MMA-co-MAA) descritos en el apartado anterior, la resina 
P(HEMA-co-MAAEMA) sintetizada y discutida en este apartado presentó 
ventajas en términos de estabilidad. No obstante, los aspectos más 
destacables del nuevo copolímero son: su elevada sensibilidad como 
resina litográfica, muy superior a la del resto de resinas comerciales de 
EBL existentes hasta la fecha; su utilidad para la fabricación de micro y 
nanoestructuras 3D; su transparencia en el intervalo visible del 
espectro electromagnético; y su doble cambio de tonalidad, negativa-
positiva-negativa, en función de las dosis electrónicas aplicadas. Estas 
características señalan al copolímero P(HEMA-co-MAAEMA) como un 
candidato perfecto para la creación de chips y dispositivos electrónicos 
en un campo de gran actualidad como la micro-óptica, por ejemplo, en 
la fabricación de microlentes. 
8.1.2.3. Síntesis de un copolímero lineal con doble funcionalidad: 
resina sensible a un haz de electrones y material de 
reconocimiento selectivo 
 Tras descartar todas las resinas evaluadas hasta el momento para 
la fabricación de estructuras basadas en MIPs mediante técnicas 
litográficas, se propuso la síntesis de un nuevo copolímero lineal que 
incluyera en su estructura grupos ácido carboxílico para el 
reconocimiento selectivo de especies con grupos amina. Por otra parte, 
la plantilla 2AA también fue descartada debido a la gran coincidencia 
que presentaba, tanto en absorción como en emisión, con las 
estructuras luminiscentes escritas por EBL, como previamente se ha 
descrito. 
 Al igual que en el trabajo anterior, el primer paso consistió en la 
preparación de la resina. El protocolo de síntesis desarrollado constó de 
tres etapas que permitieron introducir los diferentes grupos funcionales 
(ácido carboxílico y doble enlace metacrílico) en una misma cadena 
polimérica, de manera que pudieran coexistir bajo diferentes 
Discusión integradora 
398 
condiciones físico-químicas, evitando su degradación o reactividad 
indeseada que condujera a la pérdida de los mismos. El hecho de que 
una cadena polimérica presente dobles enlaces en la estructura 
hidrocarbonada principal requiere, al menos, de dos pasos de síntesis 
necesariamente diferenciados: la síntesis de la cadena lineal principal y 
la introducción de las insaturaciones que confieren la propiedad de 
autoentrecruzamiento entre distintas cadenas. Este procedimiento, 
conocido como la química de post-funcionalización de copolímeros 
lineales, ya ha sido descrito previamente.643 El motivo de esta distinción 
radica en la naturaleza de la reacción de polimerización, ya que, desde 
un punto de vista químico, consiste en una reacción de adición 1,2 al 
doble enlace y, como consecuencia, la creación de una cadena lineal 
supone la pérdida de estos grupos funcionales. Por lo tanto, es 
necesario que uno de los monómeros de la mezcla inicial de 
polimerización presente un grupo orgánico adecuado que permita 
introducir posteriormente las insaturaciones a lo largo de la cadena 
lineal.  
 
Figura 57. Esquema de síntesis de la resina P(MAA-co-MAAEMA). 
Las tres etapas de la síntesis del nuevo copolímero P(MAA-co-
MAAEMA) son: 1) copolimerización radicalaria entre los monómeros 
AEM y metacrilato de trimetilsililo (SIMA); 2) funcionalización de la 
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amina primaria del AEM con el monómero MAOS; 3) desprotección 
selectiva del SIMA para su conversión en un grupo ácido carboxílico de 
tipo MAA. 
El esquema de síntesis del polímero lineal se muestra en la Figura 
57. Al igual que para la resina descrita en el apartado 8.1.2.2., para la 
síntesis del copolímero se eligió el monómero AEM, el cual presenta una 
cadena alifática con una amina primaria fácilmente funcionalizable con 
el monómero MAOS en una etapa posterior. En esta ocasión, la reacción 
de copolimerización directa entre el AEM y un monómero que permitiera 
la introducción de grupos acido carboxílico en la cadena polimérica, 
como el MAA, quedó descartada. Las condiciones de polimerización 
(elevada temperatura y presencia de radicales libres durante el proceso 
de escritura) no solo darían lugar a la reacción de adición 1,2 al doble 
enlace, sino que favorecerían la reacción entre el grupo ácido del MAA y 
el grupo amina del AEM, provocando directamente el entrecruzamiento 
de las cadenas por una reacción de policondensación.644 Por todo ello, 
se decidió introducir grupos ácido carboxílico en la cadena polimérica 
de una forma alternativa, mediante el empleo de un monómero 
comercial fácilmente hidrolizable, el SIMA. La desprotección del grupo 
trimetilsililo es muy efectiva en medio acuoso alcalino,645 por lo que 
para introducir el doble enlace del MAOS en los grupos amino 
“colgantes” del AEM no se puede emplear una base acuosa, puesto que 
el SIMA quedaría desprotegido en forma de ácido carboxílico, 
incrementando así la posibilidad de un ataque nucleófilo competitivo de 
la amina del AEM entre este ácido y la N-succinimida del MAOS. 
Además, el empleo de un medio acuoso conduciría a la precipitación del 
copolímero y la descomposición del MAOS. Por ello, se seleccionó la 
base orgánica TEA que, adicionalmente, es capaz de abstraer el protón 
de la sal de cloruro de amonio del AEM, facilitando la formación del 
enlace amida. 
La relación estequiométrica de los monómeros AEM:SIMA durante 
la primera etapa de la síntesis fue de 1:9. Al ser las constantes de 
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propagación cruzada de ambos monómeros similares,219 se favorece la 
formación de un copolímero lineal estadístico, el cual mostró muy baja 
solubilidad en distintos medios tales como acetona y éter dietílico, los 
cuales se emplearon, por tanto, como disolventes de lavado. En la 
última etapa de reacción se llevó a cabo la desprotección del SIMA 
empleando unas condiciones suaves de hidrólisis (H2O:TFA 10%, v/v), 
dando lugar al ácido carboxílico, sin afectar al enlace amida formado 
previamente entre el AEM y el MAOS. Esta reacción es altamente 
exotérmica por lo que, para evitar la degradación de los dobles enlaces 
del polímero lineal, la hidrólisis se llevó a cabo adicionando la 
disolución acuosa ácida previamente enfriada (4 ºC). Se observó que, al 
disminuir la solubilidad del polímero en estas condiciones, se favorecía 
que las cadenas poliméricas adoptaran una conformación más plegada, 
en forma de ovillo. Además, su caracterización por 1H-RMN permitió 
concluir, como se describirá más adelante, que no todos los grupos 
trimetilsililo se hidrolizan durante este proceso. 
Como se comentó en el apartado 8.1.2.2., la asignación de las 
señales (desplazamientos químicos) de 1H-RMN correspondientes a los 
grupos funcionales presentes en el polímero es, en ocasiones, una tarea 
compleja, dado que dichas señales pueden aparecer solapadas por 
bandas muy anchas correspondientes a las señales de los protones que 
se encuentran a lo largo de la cadena principal, concretamente debidas 
a los grupos -metilo de los metacrilatos y las aminas del AEM. El 
origen del ensanchamiento de estas señales se atribuye al gran número 
de conformaciones estructurales posibles que puede adoptar un 
polímero en el disolvente de medida, así como a otros parámetros tales 
como la temperatura, la concentración, etc.646 En este caso particular, 
se llevó a cabo el análisis por 1H-RMN de los copolímeros 
poli(metacrilato de trimetilsililo-co-metacrilato de 2-aminoetilo), P(SIMA-
co-AEM), y poli(ácido metacrílico-co-metacrilato de 2-metacrilamidoetilo), 
P(MAA-co-MAAEMA), resultantes de la primera y la tercera etapa de la 
síntesis del copolímero lineal, respectivamente. 
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La Figura 58 muestra el espectro 1H-RMN del copolímero P(SIMA-
co-AEM) después de ser purificado tras su redisolución en MeOH y 
precipitación en acetona. Las señales anchas principales, alrededor de 4 
y 1 ppm, se atribuyen, respectivamente, a los protones de la amina 
primaria del AEM y a los protones de los -metilos de los monómeros 
que, tras la polimerización, se distribuyen con distintas orientaciones a 
lo largo de la cadena polimérica. Nótese que la señal correspondiente a 
los protones de los metilos unidos al silicio aparece a 0 ppm, pero dado 
que dicha señal muestra el mismo desplazamiento químico que la 
correspondiente al patrón interno que se emplea como referencia, 
tetrametilsilano, su identificación e integración no es factible. La 
anchura de las señales hizo inviable su integración de forma inequívoca.  
 
Figura 58. Espectro de 1H-RMN del copolímero lineal P(SIMA-co-AEM) (300 MHz, DMSO-
d6, δ, ppm): 3.91 (singlete, ancho, NH2-CH2-), 1.25, 1.17 y 0.94 (singletes, anchos, C-
CH3). Señal del protón del disolvente deuterado, DMSO: 2.5 ppm. Trazas de agua del 
disolvente, H2O: 3.3 ppm. 
En el espectro se observan las señales características de los dos 
protones debidos a la presencia de dobles enlaces (singletes a 5.70 ppm 
y 5.36 ppm, C=CH2), y de los tres protones del grupo -metilo 
pertenecientes a monómeros sin reaccionar (singlete a 1.90 ppm, 
=C(CH3)-). Las señales son relativamente estrechas y aparecen 
correctamente resueltas indicando que, a pesar de la purificación del 
copolímero, algunos monómeros quedaron posiblemente atrapados 
dentro del ovillo estadístico cuando el copolímero se precipitó con 
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acetona. No obstante, otra posibilidad podría encontrarse en una 
terminación de la polimerización por desproporción (Figura 17, etapa 5, 
p. 128), generando dobles enlaces al final de la cadena. En la Figura 59, 
correspondiente a la ampliación de la región de los protones olefínicos 
de la Figura 58, se observan unas señales débiles y de anchura similar 
a 5.99 ppm y 5.63 ppm, las cuales integran a un área diez veces inferior 
al de las señales principales de los dobles enlaces, lo que podría indicar 
que ambas hipótesis (monómeros atrapados y terminación por 
desproporción) coexisten. 
 
Figura 59. Ampliación de la zona de protones olefínicos del espectro 1H-RMN del 
copolímero lineal P(SIMA-co-AEM). 
El copolímero poli(metacrilato de trimetilsililo-co-metacrilato de 
2-metacrilamidoetilo), P(SIMA-co-MAAEMA), obtenido en la segunda 
etapa de la síntesis no se pudo aislar ni purificar debido a su elevada 
reactividad, llevando a cabo su hidrólisis de forma inmediata para 
generar el polímero P(MAA-co-MAAEMA), cuyo espectro 1H-RMN se 
muestra en la Figura 60. 
Las reacciones de funcionalización e hidrólisis produjeron la 
aparición de señales estrechas y perfectamente definidas que pueden 
ser fácilmente integradas y relacionadas entre sí. Como era de esperar, 
los grupos metilo de la cadena principal no mostraron diferencias, en 
términos de desplazamientos químicos, respecto al anterior copolímero, 
ya que no se modificaron durante la reacción de hidrólisis, volviendo a 
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aparecer en 1.23 ppm, 1.17 ppm y 0.95 ppm, y exhibiendo la misma 
tacticidad que en el caso anterior. 
 
Figura 60. Espectro 1H-RMN del copolímero lineal P(MAA-co-MAAEMA) (300 MHz, 
DMSO-d6, δ, ppm): 12.38 (singlete, ancho, HOOC-), 5.99 y 5.63 (singletes, C=CH2), 4.11 
(singlete, ancho, CO-NH-), 1.85 (singlete, =C(CH3)-), 1.23, 1.17 y 0.95 (singletes, anchos, 
CH3-C). Señal del protón del disolvente deuterado, DMSO: 2.5 ppm. Trazas de agua del 
disolvente, H2O: 3.3 ppm. 
El primer gran cambio observado es la desaparición de la banda 
ancha centrada en 3.91 ppm, atribuida al grupo amino primario. La 
creación de un enlace amida por la reacción entre la amina del AEM y el 
MAOS da lugar a la aparición de una señal definida y centrada en 4.11 
ppm, de menor intensidad que la correspondiente al grupo de partida.  
Las señales estrechas de los dobles enlaces centradas en 5.99 
ppm y 5.63 ppm indican que la funcionalización con el MAOS fue 
efectiva. La integración de las señales correspondientes a estos protones 
olefínicos está de acuerdo con la señal obtenida para el protón unido al 
nitrógeno de la amida, siendo la relación de áreas 1:1:1 (b:c:d, Figura 
60). Esto corroboró inequívocamente que los protones provienen de la 
unión del MAOS al grupo amina primario, desapareciendo 
completamente en favor de la formación de un grupo amida. 
Adicionalmente, la señal de los tres protones del grupo -metilo que 
introduce el MAOS (1.85 ppm) integra de acuerdo a la proporción 
a
b c
d
e
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1:1:1:3 (b:c:d:e) respecto a los protones unidos al doble enlace y al 
protón de la amida. 
La otra señal característica del espectro, centrada en 12.38 ppm, 
se atribuye al protón del grupo ácido carboxílico obtenido en la 
hidrólisis del grupo trimetilsililo. La efectividad del proceso de hidrólisis 
se determinó indirectamente, ya que la relación de áreas entre la señal 
de cualquier protón del doble enlace y la del protón del ácido carboxílico 
debería ser de 1:9 de acuerdo a la estequiometria inicial entre ambos 
monómeros. Finalmente, se obtuvo una relación 1:6.5, que indica que el 
proceso de hidrólisis no fue cuantitativo, estimándose en un 72%.  
Como consecuencia de la hidrólisis parcial, en vez de generar el 
copolímero esperado P(MAA-co-MAAEMA), se obtuvo el poli(ácido 
metacrílico-co-metacrilato de trimetilsililo-co-metacrilato de 2-
metacrilamidoetilo), P[(MAA)0.65-co-(SIMA)0.25-co-(MAAEMA)0.1]. No 
obstante, con objeto de facilitar su nomenclatura, éste se seguirá 
nombrando como P(MAA-co-MAAEMA). La hidrólisis incompleta del 
polímero podría ser un problema para la impronta molecular dado que 
disminuye el número de grupos funcionales para interactuar por vía no 
covalente con la molécula plantilla. Sin embargo, posteriormente se 
comprobó que la presencia de este porcentaje de grupos trimetilsililo 
tenía un papel fundamental en sus características como resina 
litográfica. Esto se debe a que el soporte de silicio empleado para la 
fabricación de los motivos se activa previamente con disolución piraña, 
lo cual genera grupos silanol en su superficie que reaccionan con los 
grupos trimetilsililo remanentes del polímero. Este hecho explica la 
excelente adherencia del copolímero al substrato de Si/SiO2, lo cual es 
de gran utilidad para la posterior fabricación del sensor. 
Por otra parte, el copolímero obtenido se caracterizó mediante 
GPC para determinar su peso molecular y su polidispersidad.647 En este 
caso, los cálculos se realizaron a partir de los datos obtenidos del 
cromatograma, considerando la división del polímero en 100 fracciones. 
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Figura 61. Función de distribución de pesos moleculares obtenida por GPC. En 
ordenadas se representa el área de pico cromatográfico. En abscisas se representa el 
peso molecular obtenido por variación del índice de refracción. 
La distribución de pesos moleculares del P(MAA-co-MAAEMA) se 
representa en la Figura 61. El polímero eluyó de la columna con un 
tiempo de retención medio de 25.37 min. Los valores calculados para 
los momentos de la distribución de pesos moleculares se recogen en la 
Tabla 30. 
Tabla 30. Momentos de la función de distribución de pesos moleculares para el 
polímero P(MAA-co-MAAEMA). 
Momento Peso molecular 
𝑴𝒏 =
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
∑ 𝑵𝒊
 18316 Da 
𝑴𝒘 =
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
𝟐
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
 23436 Da 
𝑴𝒛 =
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
𝟑
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
𝟐 29460 Da 
𝑴𝒛+𝟏 =
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
𝟒
∑ 𝑵𝒊𝑴𝒊
𝟑 36178 Da 
Con los datos recogidos en la Tabla 30 se calculó un PDI para el 
copolímero de 1.28 (Ecuación 11). El PDI es siempre mayor que la 
unidad y refleja la anchura de la distribución de pesos moleculares. 
Cuando toma valores próximos a la unidad, en general en el intervalo 1 
< PDI < 1.3, se dice que la muestra de polímero es monodispersa,638 
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condición que cumple el copolímero P(MAA-co-MAAEMA) sintetizado en 
este trabajo.  
Paralelamente, se evaluaron las características del copolímero 
P(MAA-co-MAAEMA) como resina litográfica. Cuando se trató con bajas 
dosis electrónicas, de entre 0.05 y 100 µC/cm2, la resina mostró un 
tono negativo, lo que indica que el mecanismo de entrecruzamiento 
(reacciones de adición 1,2 a dobles enlaces entre cadenas adyacentes) 
está favorecido.648 La Figura 62 muestra los motivos rectangulares 
obtenidos cuando se irradió la resina en el intervalo 0.0555 – 7.715 
µC/cm2. 
 
Figura 62. Micrografía óptica (X10) de los motivos obtenidos con la resina P(MAA-co-
MAAEMA) en función de la dosis electrónica. La exposición mediante EBL se realizó a 50 
keV y 10 pA. El tamaño de los rectángulos es de 40 x 60 μm2. El primer rectángulo 
(abajo, a la izquierda, no visible) se irradió con una dosis de 0.0555 µC/cm2 (fila inferior 
no visible en la imagen). La secuencia de exposición varía horizontalmente y en zigzag, 
en incrementos de 0.111 µC/cm2 hasta un máximo de 7.715 µC/cm2 (rectángulo de 
arriba, a la derecha). 
Los motivos mostrados en la Figura 62 se emplearon para 
elaborar la curva de contraste, es decir, la representación del espesor de 
cada motivo (tras el revelado de la zona no irradiada) frente a la dosis 
electrónica empleada (Figura 63). Cuando se realizó la deposición de la 
resina sobre el substrato mediante spin-coating, se consiguió una capa 
con un espesor aproximado de 90 nm. A partir de la curva de contraste 
se concluyó que la dosis umbral (𝐷0, punto de gel) a la cual la resina se 
100 m
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retiene en el substrato es de 0.7 µC/cm2. El punto de intersección de la 
línea recta obtenida a bajas dosis electrónicas con la línea horizontal 
correspondiente al máximo espesor (𝐷100) equivale a 2.2 µC/cm2, que es 
el valor de dosis electrónica a partir del cual la resina, una vez sometida 
al tratamiento de revelado, no muestra pérdidas significativas de su 
espesor. 
 
Figura 63. Curva de contraste para el copolímero P(MAA-co-MAAEMA) en su 
comportamiento como resina negativa (antes de la primera inversión de tonalidad).  
La sensibilidad de la resina ( 𝐷50 ) en el intervalo de 
comportamiento negativo fue de 1.5 µC/cm2. Este valor es comparable a 
los exhibidos por resinas negativas comerciales de EBL de gran 
sensibilidad que emplean una amplificación química en su mecanismo 
de escritura (Tabla 31). 
Tabla 31. Características de algunas resinas comerciales y de síntesis para EBL.648 
Resina Tono 𝑫𝟓𝟎 (µC/cm2) CAR* 
PMMA + 100 No 
EBR-9 + 10 No 
ZEP + 30 No 
PBS + 1 Sí 
HSQ - 5500 – 25000 No 
SU-8 - 1 – 20 Sí 
SAL - 8.4 Sí 
P(HEMA-co-MAAEMA) - 0.5 No 
* CAR: resina amplificada químicamente por la presencia de un aditivo en la formulación, 
que facilita su escritura y rebaja su sensibilidad. 
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 A partir de los datos de la curva anterior y la Ecuación 10 (p. 384) 
se estimó el contraste de la resina, con un valor de 𝛾𝑃(𝑀𝐴𝐴−𝑐𝑜−𝑀𝐴𝐴𝐸𝑀𝐴) = 
2.0. Cabe destacar que los valores típicos de las resinas negativas 
comerciales para EBL se encuentran entre 2 y 3. 
La elevada sensibilidad observada para el entrecruzamiento de 
esta resina se asoció a la acción del haz de electrones. El mecanismo 
propuesto implica la colisión de los electrones con los dobles enlaces 
introducidos a lo largo de la cadena, dando lugar a especies radicalarias 
capaces de producir el entrecruzamiento entre cadenas adyacentes en el 
momento que cesa la radiación electrónica, sin necesidad de adicionar 
iniciadores radicalarios a la mezcla. Por otra parte, al igual que el 
copolímero P(HEMA-co-MAAEMA), esta resina también mostró una 
inversión de tono, en este caso cuando la dosis electrónica supera los 
100 µC/cm2, adoptando el comportamiento de una resina positiva. La 
hipótesis planteada para justificar este comportamiento supone que, al 
someter a las cadenas de copolímero a dosis electrónicas más elevadas, 
se incrementa la probabilidad de fragmentar las cadenas principales, 
originando oligómeros de menor peso molecular que podrían 
solubilizarse en el disolvente de revelado.  
 
Figura 64. Micrografías de a) AFM y b) SEM de alta resolución (HR-SEM) que muestran 
el logotipo del Campus de Excelencia Internacional CEI-Moncloa obtenido por 
nanoestructuración del copolímero P(MAA-co-MAAEMA) mediante EBL con una dosis de 
2 mC/cm2. Tras el revelado, el motivo se trató térmicamente a 170 ºC durante 30 min. El 
espesor del motivo es de ca. 100 nm, con un ancho de línea de unos 300 nm. 
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En el intervalo de dosis electrónicas 0.1 – 4 mC/cm2, en el que el 
copolímero se comporta como resina positiva de EBL, se elaboraron 
varios motivos consistentes en el logotipo del Campus de Excelencia 
CEI-Moncloa. En la Figura 64 se muestran las micrografías AFM y HR-
SEM para el motivo obtenido empleando una dosis de 2 mC/cm2. Este 
es el primer ejemplo de MIPs escritos mediante EBL con una resolución 
nanométrica descrito en la bibliografía. 
Cuando el copolímero se irradió con dosis superiores a 4 mC/cm2 
se produjo de nuevo un cambio de tono, en esta ocasión de positivo a 
negativo. En la Figura 65 se observa la doble inversión de tono del 
copolímero P(MAA-co-MAAEMA). Como ya se especuló en el trabajo 
anterior, la elevada dosis electrónica empleada con estos motivos podría 
dar lugar a la carbonización de las cadenas poliméricas, originando un 
esqueleto carbonado altamente insoluble.641 El proceso sería similar al 
que se aplica en la tecnología denominada precursor stretching para la 
obtención de fibras de carbono mediante la pirolisis de fibras de 
poli(acrilonitrilo).649 En el caso del copolímero sintético, el tratamiento 
agresivo se produjo con irradiación electrónica en vez de con 
temperatura, pero ambos procesos se caracterizan por llevarse a cabo a 
vacío y en condiciones agresivas. 
 
Figura 65. Micrografías ópticas de rectángulos de la resina P(MAA-co-MAAEMA) (20 × 
50 µm2) escritos mediante EBL a diferentes dosis electrónicas: a) primera inversión de 
tono, observada alrededor de 100 µC/cm2; b) segunda inversión de tono, observada 
alrededor de 8 mC/cm2. Motivos obtenidos con un haz de electrones operando en las 
siguientes condiciones: voltaje, 5 keV; corriente, 10 pA (a) y 1 nA (b). 
Para confirmar esta hipótesis, los motivos poliméricos irradiados 
en ambas regiones de comportamiento negativo se caracterizaron 
mediante espectroscopia Raman (Figura 66). Las señales en la región 
entre 1450 y 1458 cm-1 corresponden a las vibraciones por deformación 
de los grupos C-H y de algunos restos -Si(CH3) del SIMA no 
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hidrolizados,650,651 así como a los grupos O-C-O del grupo ácido 
carboxílico y la flexión de los grupos CH2.652,653 
 
Figura 66. Espectros obtenidos con un microscopio Raman confocal (láser de 532 nm, 
100 mW, 5 min de adquisición y objetivo de X50) para la resina P(MAA-co-MAAEMA) 
depositada sobre un substrato de Si (negro), e irradiada en el primer y segundo tono 
negativo (rojo y azul, respectivamente). 
En la zona comprendida entre 1670 y 1720 cm-1 se observa la 
tensión simétrica del grupo C=O de las amidas y de los ésteres,653 
ambas parcialmente solapadas, mientras que en la región 2400 – 2430 
cm-1 se localizaron las vibraciones de los enlaces de hidrógeno debidas a 
los grupos ácido carboxílico/carboxilato.642 Las intensas señales 
observadas entre 2830 – 2990 cm-1 corresponden a las vibraciones 
conjuntas de flexión de los grupos -CH3 y -CH2-, así como a los protones 
asociados a los dobles enlaces =CH2.654 Al contrario de lo que se observó 
para las resinas comerciales, la señal centrada en 1657 cm-1, asignada 
al doble enlace C=C, desaparece cuando el copolímero se irradia con 
diferentes dosis electrónicas, lo que confirmaría que, en este caso, el 
fenómeno de autoluminiscencia, también observado para esta resina, 
no tiene su origen en la presencia de dobles enlaces conjugados a lo 
largo de la cadena. Adicionalmente, la combinación de señales en la 
región 2900 – 3000 cm-1 disminuye notablemente su intensidad al 
aumentar la dosis de irradiación electrónica, lo que podría justificarse 
suponiendo que se produce la desaparición de los dobles enlaces (=CH2). 
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De esta forma, se observan claramente las señales correspondientes a 
los grupos -CH3 y -CH2-, para la resina irradiada en el primer tono 
negativo. Cuando se trata con dosis más elevadas, en el segundo tono 
negativo, además de disminuir la intensidad respecto al primer tono, 
aparece de nuevo una indefinición en esta asignación debido, 
posiblemente, a que varios de estos grupos se eliminan durante la 
irradiación. 
La importancia tecnológica de este copolímero como resina para 
EBL radica en que, a pesar de no estar amplificada químicamente, 
presenta una dosis umbral menor (mayor sensibilidad a la radiación) 
que las resinas que sí lo están. Por otra parte, su doble tonalidad, 
controlada por la dosis, la convierte en un material especialmente útil 
para la creación de patrones múltiples con el fin de aumentar la 
densidad de motivos. Se han descrito en bibliografía reversiones de tono 
similares, pero siempre asociadas a la presencia de aditivos en la 
mezcla de polimerización, como los sensibilizadores de tipo 
diazonaftaquinona que favorecen el entrecruzamiento de cadenas en 
resinas de fotolitografía655 o de EBL (de base metacrílica),656 y con solo 
un cambio de tono. En cualquier caso, nunca se había reportado hasta 
el momento la doble reversión de tonalidad. Adicionalmente, el 
copolímero puede sintetizarse con distinto porcentaje de dobles enlaces, 
lo que afectaría al intervalo de dosis electrónicas en el que se comporta 
como resina negativa.  
El copolímero P(MAA-co-MAAEMA) también presentó la 
posibilidad de comportarse como resina de fotolitografía. Empleando 
radiación UV de 255 nm durante 30 min, la resina mostró un 
comportamiento positivo. En la Figura 67 se muestran los motivos 
obtenidos, sobre un substrato de Si, empleando una máscara en un 
modo sin contacto. Tras la irradiación, se llevó a cabo el revelado en 
THF durante 1 min y el sustrato se secó con una corriente de nitrógeno. 
Al igual que para la obtención de los motivos mediante EBL en la región 
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de comportamiento positivo (Figura 64), fue necesario aplicar energía 
térmica para la polimerización de la resina remanente sobre el sustrato.  
 
Figura 67. Micrografía óptica (X10) de algunos de los motivos obtenidos mediante 
fotolitografía de la resina P(MAA-co-MAAEMA). En rojo se indica el espesor de cada 
motivo obtenido con un perfilómetro. 
Seguidamente, se evaluaron las características de reconocimiento 
selectivo de los motivos de MIP obtenidos mediante litografía óptica. En 
este sentido, dado que ni la luz UV ni los electrones impactan 
directamente sobre la plantilla, cabe esperar que ésta no resulte dañada 
durante el proceso litográfico, como posiblemente sucediera en los dos 
trabajos anteriores. 
El hecho de que el copolímero P(MAA-co-MAAEMA) presente un 
comportamiento positivo en fotolitografía marca otra importante 
novedad respecto al resto de métodos publicados hasta la fecha para la 
obtención de MIPs basados en la polimerización directa de la mezcla 
precursora. En dichos métodos se depositan sobre un substrato 
pequeños volúmenes de la mezcla de prepolimerización (monómeros 
embebidos en plastificantes) y se polimerizan directamente con luz UV, 
con o sin máscara. En este trabajo se aprovechó, además de la elevada 
viscosidad de la mezcla del copolímero lineal que favorece su 
manipulación y deposición sobre el sustrato, la posibilidad de emplear 
esta resina en distintos procesos litográficos para generar polímeros 
entrecruzados con capacidad de reconocimiento selectivo, tanto 
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aplicando radiación electromagnética como un haz de electrones. En la 
Tabla 32 se resumen las aproximaciones posibles para la obtención de 
motivos de MIPs basados en la resina P(MAA-co-MAAEMA) empleando 
litografía. 
Tabla 32. Ventajas y limitaciones de los distintos tonos y modalidades de litografía que 
presenta el copolímero P(MAA-co-MAAEMA) como resina litográfica. 
Litografía Tono Ventajas Limitaciones 
EBL 
- 
Escritura directa. 
Posibilidad de 
nanoestructuración 
Alteración de la 
molécula plantilla 
+ 
No se daña la plantilla. 
Posibilidad de 
nanoestructuración 
Elevado tiempo de 
irradiación, 
elevado coste 
Óptica + 
No se daña la plantilla. 
Proceso rápido y 
económico 
No es posible 
obtener 
nanoestructuras 
A pesar de que el copolímero P(MAA-co-MAAEMA) puede 
escribirse de forma directa como resina negativa para la obtención de 
los motivos de MIP empleando dosis electrónicas muy bajas, se decidió 
descartar esta vía dado que el MIP sintetizado no mostró, en ningún 
caso, propiedades de reconocimiento selectivo frente a la molécula R123. 
Este hecho se atribuyó a la destrucción de la molécula plantilla durante 
la etapa de irradiación con el haz de electrones.  
Por otra parte, dado que el coste de fabricación de los motivos de 
MIP empleando el tono positivo en EBL es relativamente elevado, se 
decidió recurrir a la fotolitografía óptica para los posteriores estudios de 
caracterización analítica. Esta aproximación no permite motivos 
nanoestructurados, pero el proceso de fabricación es más rápido y 
menos costoso que la litografía electrónica, originando motivos que 
pueden ser observados fácilmente empleando un microscopio de 
fluorescencia. 
Otra de las ventajas del comportamiento positivo de la resina en 
términos de impronta es que durante el revelado con THF, y antes del 
entrecruzamiento térmico, el disolvente penetra en la resina facilitando, 
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dada su naturaleza aprótica y relativamente polar, la interacción 
mediante enlaces de hidrógeno entre los grupos ácido carboxílico del 
copolímero y los grupos amina primaria de la molécula R123, a los que 
se atribuye el reconocimiento selectivo en el MIP.  
 
Figura 68. Micrografías de: a) campo brillante (condiciones: lámpara halógena de 100 
W operando a 6 V, ganancia 2.50 y 80 ms de tiempo de adquisición); b) fluorescencia 
(condiciones: lámpara halógena de 100 W operando a 12 V, ganancia 11.91 y 2 s de 
tiempo de adquisición, filtro interferencial de 488 nm, espejo dicroico de 600 nm y filtro 
“cut-off” de 590 nm), de los motivos obtenidos mediante fotolitografía de la resina 
P(MAA-co-MAAEMA) positiva (radiación UV de 255 nm, 650 W, durante 30 min, posterior 
revelado en THF, durante 1 min, y entrecruzamiento térmico a 170 ºC, durante 30 min, 
máscara de Cr/cuarzo sin contacto). 
La Figura 68 muestra las micrografías de campo brillante y de 
fluorescencia para un array de 26 motivos de MIP, obtenidos mediante 
fotolitografía y polimerizados térmicamente sobre un substrato de Si.  
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Una vez adquiridas las imágenes en formato de alta calidad (16-
bits), la intensidad de fluorescencia de cada imagen se evaluó 
empleando el software ImageJ (v. 1.44p, Wayne Rasband, National 
Institutes of Health, USA). Como procedimiento estándar, la imagen 
original se dividió en sus canales RGB, procediéndose al análisis, 
únicamente, del canal rojo. Cada motivo se analiza en seis zonas 
distintas de la superficie con un cuadrado de 50 × 50 píxel2 (Figura 69). 
La intensidad de emisión del fondo (substrato) se evaluó en cuatro 
zonas fuera del motivo y adyacentes al mismo, con el objeto de corregir 
la intensidad de fluorescencia de cada motivo con la señal de 
fluorescencia media del fondo. 
 
Figura 69. Micrografía de fluorescencia de un motivo de MIP (condiciones de medida 
descritas en la Figura 68). En amarillo, las seis zonas empleadas para integrar la señal 
de fluorescencia de la imagen. En azul, las cuatro zonas evaluadas para integrar la 
señal de fluorescencia del fondo (substrato). Las áreas de integración corresponden a 
cuadrados de 50 x 50 píxel2. 
Tanto en las micrografías ópticas como en las de fluorescencia se 
observó que los motivos localizados en el borde del substrato (Figura 68) 
presentaban un comportamiento distinto al de los localizados en la zona 
central. Concretamente, en el modo óptico se observaron distintas 
coloraciones, mientras que en fluorescencia se observó una mayor 
emisión en la zona exterior. Este efecto de borde se atribuyó al proceso 
de spin-coating de la mezcla de prepolimerización. El espesor de los 
motivos fue superior en los bordes del substrato debido a las altas 
velocidades de giro. Una vez el substrato es irradiado, revelado y 
polimerizado térmicamente, los motivos de los bordes acumulan una 
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mayor cantidad de polímero y, como consecuencia, de molécula 
plantilla. De hecho, la extracción de la plantilla resultó más complicada 
en este caso debido posiblemente a su mayor espesor. Por todo ello, 
para los ensayos de reconocimiento posteriores se emplearon arrays de 
3 × 3 motivos polimerizados en la zona central de cada substrato de Si, 
distribución que evitó el efecto borde descrito. 
 
Figura 70. Representación de la intensidad de emisión (en unidades arbitrarias) de la 
señal media obtenida para el conjunto de motivos de un mismo substrato cuando es 
sometido a ciclos consecutivos de incubación y lavado. Puntos negros: incubación con 1 
µM de R123 en MeCN (3 h). Puntos rojos: lavado en EtOH absoluto. 
El empleo de disoluciones alcohólicas ácidas para la eliminación 
de la plantilla resultó en la pérdida de la integridad de los motivos, que 
pudo deberse a la hidrólisis de los grupos sililo del copolímero que 
favorecen su adherencia al substrato. Por este motivo, los lavados se 
realizaron empleando EtOH absoluto, disolvente en el que la molécula 
plantilla muestra una buena solubilidad. Este tratamiento permite la 
reutilización del substrato durante 15 ciclos de incubación-lavado (1 µM 
de R123) sin que se produzcan diferencias significativas en la señal de 
fluorescencia de los motivos de MIP en presencia de R123, para un nivel 
de confianza del 98% (Figura 70). En la Figura 71 se muestra la 
secuencia a la que se sometieron dos motivos de MIP y NIP empleados 
para el estudio del disolvente de lavado. 
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Figura 71. Micrografías de fluorescencia (condiciones de medida descritas en la Figura 
68) de motivos de polímero obtenidos mediante fotolitografía, para un MIP (a, b y c) y un
NIP (d, e y f). Las medidas se realizaron después de su síntesis (a y d), su lavado con 
EtOH absoluto (b y e) e incubación del substrato en una disolución 1 μM de R123 en 
MeCN (c y f).
Para evaluar la cinética de unión del analito al MIP, los motivos se 
incubaron en una disolución 20 nM de R123 en MeCN, durante un 
intervalo de tiempo 0 – 4 h. Después de tres etapas de lavado con MeCN, 
se evaluó la fluorescencia de los motivos en función del tiempo, 
obteniéndose una curva de unión que presenta forma sigmoidea (Figura 
72). 
Figura 72. Cinética de unión de la R123 a los motivos MIP (cuadrados azules) y NIP 
(círculos rojos). Condiciones de incubación: [R123] = 20 nM, n = 9, disolvente: MeCN. 
Este comportamiento se podría explicar asumiendo que, a 
tiempos cortos (< 60 min), la molécula plantilla difunde en las primeras 
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capas del MIP donde el número de sitios de unión es relativamente 
pequeño. Posteriormente (1 – 3 h), se observa un incremento lineal de la 
señal con el tiempo que indicaría la unión de la R123 a los sitios de 
unión selectiva en todo el volumen del motivo. Finalmente, a tiempos 
largos (> 3 h) se alcanza al equilibrio, obteniéndose la saturación de la 
señal. La intensidad de fluorescencia correspondiente a la saturación 
depende de la concentración de analito y aumenta con ella. Aunque la 
incertidumbre asociada a los puntos de la curva de calibrado a bajas 
concentraciones fue relativamente elevada (RSD < 37%), se encuentra 
dentro de las variaciones típicas observadas en un análisis de 
imagen.657 Los NIPs usados como control no mostraron fluorescencia 
cuantificable en presencia de R123, quedando demostrada la capacidad 
de reconocimiento selectivo del MIP sintetizado. Con el fin de 
incrementar la reproducibilidad de los ensayos, todas las medidas con 
los sensores se realizaron en condiciones de saturación, una vez 
alcanzado el equilibrio (3 h). La Figura 73 muestra la curva de calibrado 
obtenida para el MIP en las condiciones optimizadas. Se observa una 
variación significativa de la intensidad de fluorescencia al aumentar la 
concentración de R123, mientras que la señal de fluorescencia de los 
NIPs (datos no mostrados) apenas cambia. 
Figura 73. Representación de la recta de calibrado de los motivos MIP.
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El límite de detección, calculado a partir de la desviación estándar 
del blanco (n = 132) y del valor de la pendiente del calibrado,658 se 
estimó en LOD = 3𝜎 𝑏⁄  = 92 nM (32 µg/L), mientras que el límite de
cuantificación resultó ser de LOQ = 10𝜎 𝑏⁄  = 306 nM (105 µg/L).
Con objeto de evaluar la selectividad del MIP, las fases sensoras 
se incubaron con disoluciones de análogos estructurales de la R123, 
concretamente rodamina 6G (R6G) y rodamina B (RB). En la Tabla 33 
se comparan las estructuras de las rodaminas empleadas en el estudio, 
así como algunas de sus características espectroscópicas.659 
Tabla 33. Estructura y características espectroscópicas (en MeOH) de las rodaminas 
empleadas en el estudio de selectividad. : Coeficiente de absorción molar, : 
rendimiento cuántico de emisión de fluorescencia, : longitudes de onda máximas de 
absorción y emisión. 
Rodamina 123 
(R123) 
Rodamina 6G 
(R6G) 
Rodamina B 
(RB) 
Estructura 
ε (M-1·cm-1) 85200 116000 106000 
𝚽 0.90 0.95 0.65 
𝝀𝒎á𝒙
𝒂𝒃𝒔  (nm) 512 530 543 
𝝀𝒎á𝒙
𝒆𝒎  (nm) 534 558 568 
El hecho de que la imagen obtenida con el microscopio de 
fluorescencia sea de color rojo en todos los casos (Figura 74) se debe al 
uso de un espejo dicroico de 600 nm en el canal de emisión, ya que 
estas moléculas presentan una emisión centrada en la región verde-
amarilla del espectro electromagnético. Los sensores se incubaron con 
disoluciones 5 µM de estos indicadores en MeCN, en las condiciones 
óptimas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 74. 
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Figura 74. Estudio del reconocimiento selectivo de los motivos MIP en presencia de la 
molécula plantilla R123 (a) y otros análogos estructurales, R6G (b) y RB (c). Inserto: 
micrografías de fluorescencia correspondientes, cuya integración proporciona la gráfica 
presentada. Condiciones de incubación: 5 µM en MeCN durante 3 h.
La selectividad del MIP frente a la molécula plantilla en las 
condiciones de medida óptimas queda patente en la imagen mostrada 
en la Figura 74. Existen, al menos, dos razones que justificarían la falta 
de reconocimiento de la R6G y la RB en los sitios de unión del MIP. La 
primera puede atribuirse al tamaño ligeramente mayor de ambas 
moléculas en comparación con la R123, lo que dificultaría su inclusión 
en los sitios de unión selectivos generados en el polímero. La segunda 
radica en la diferencia de grupos funcionales que presentan estas 
moléculas. La R123 es una amina primaria con gran capacidad para la 
formación de los enlaces de hidrógeno con los grupos ácido carboxílico 
del polímero; la R6G presenta una amina secundaria, por lo que dicha 
interacción está menos favorecida; y la RB contiene aminas terciarias, 
cuya tendencia a la formación de enlaces de hidrógeno con los grupos 
ácido carboxílico es mucho menor.  
En definitiva, la nueva resina sintetizada en este trabajo permitió 
la preparación de un microsensor basado en un MIP selectivo a la 
molécula R123. El copolímero se diseñó de forma que incluyera en su 
composición grupos ácido carboxílico que facilitasen la interacción por 
enlace de hidrogeno con los grupos amino presentes en R123. Además, 
la resina empleada aquí y la caracterizada en el apartado anterior son 
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los primeros copolímeros con capacidad de autoentrecruzamiento al ser 
irradiados con un haz de electrones descritos en la literatura. El 
copolímero P(MAA-co-MAAEMA) presenta doble tono, con dos 
inversiones en función de la dosis electrónica aplicada, lo que resulta de 
gran utilidad en EBL. Por otra parte, una vez entrecruzado, puede 
emplearse para el reconocimiento selectivo de la plantilla en presencia 
de la cual ha sido polimerizado. Si bien ya existían ejemplos sobre la 
preparación de MIPs empleando fotolitográfia,275,394,395,401 el trabajo 
descrito en esta sección es el primero en el que se lleva a cabo la 
nanofabricación de un polímero improntado mediante la técnica EBL. 
Los trabajos recogidos en esta sección han supuesto un nivel 
creciente de complejidad para conseguir la fabricación de 
nano/microsensores de impronta molecular. Inicialmente se emplearon 
resinas comerciales y, posteriormente, se abordó la síntesis de 
copolímeros sintéticos “a la carta” para la preparación de MIPs 
selectivos a los analitos seleccionados. De ellos, el copolímero P(MAA-co-
MAAEMA) ha supuesto un avance significativo en el campo de las 
resinas para litografía. En cualquier caso, todas las resinas sintetizadas 
en la presente Tesis Doctoral permiten la fabricación de 
nanoestructuras tridimensionales de elevada transparencia óptica 
empleando una gran variedad de intervalos de dosis electrónicas o 
radiación UV. Además, presentan una aplicación potencial en el campo 
de la óptica integrada, como han reconocido diversos autores.148,660 Sin 
embargo, en el camino hacia el desarrollo de un sensor óptico adecuado, 
el sensor basado en la resina P(MAA-co-MAAEMA) aún presenta ciertas 
limitaciones, con límites de detección mejorables y tiempos de respuesta 
relativamente elevados. Por este motivo se decidió llevar a cabo un 
cambio de estrategia en la preparación de los materiales improntados 
que se describe en la siguiente sección. 
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8.2. Preparación y aplicaciones de micropartículas 
esféricas de impronta molecular obtenidas mediante 
dispersión-precipitación 
En esta sección se recogen dos trabajos que describen la 
obtención de micropartículas esféricas de impronta molecular con un 
tamaño controlado y su aplicación al desarrollo de un sensor basado en 
fibra óptica y microscopía de fluorescencia (7.5. y 7.6.). El objetivo final 
consistió en demostrar que un material obtenido mediante las técnicas 
clásicas más habituales para la fabricación de MIPs podía ser aplicado, 
en combinación con las tecnologías más novedosas, para desarrollar un 
sensor óptico competitivo capaz de detectar el antimicrobiano ENRO. 
8.2.1. Aplicación de un diseño experimental de mezclas para 
la obtención de micropartículas esféricas y monodispersas 
selectivas al antibiótico ENRO 
 En el primer trabajo descrito en esta sección (7.4.) se llevó a cabo 
un estudio sistemático de la composición de la mezcla de 
prepolimerización para la obtención de microesferas de MIP de tamaño 
adecuado y selectivas al antibiótico ENRO, que pudieran ser aplicadas 
posteriormente al desarrollo de sensores. El trabajo supuso el primer 
análisis metódico acerca de la influencia del tipo de disolvente, volumen 
de porógeno y naturaleza del entrecruzante en la morfología y el tamaño 
de las partículas obtenidas reportado en bibliografía hasta la fecha. 
Además, se llevó a cabo una caracterización exhaustiva de la capacidad 
de reconocimiento selectivo de las partículas sintetizadas y un estudio 
físico-químico de la naturaleza de los sitios de unión empleando por 
primera vez en la literatura con este propósito la técnica de resonancia 
paramagnética electrónica (EPR). 
Para la preparación de los MIPs se partió de una mezcla de 
prepolimerización de composición estándar, de acuerdo a relaciones 
estequiométricas definidas con anterioridad para la formación de 
polímeros en formato de bloque,661 que consistía en 0.5 mmol de ENRO 
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como plantilla (únicamente en el caso del MIP), 2 mmol de MAA como 
monómero funcional, 2 mmol de HEMA como monómero diluyente y 
responsable de conferir un carácter hidrofílico al polímero, 2.5 mmol de 
dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) y 2.5 mmol de divinilbenceno (DVB) 
como entrecruzantes, y un 1% en peso de la suma de todos los 
monómeros de 2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitrilo) (ABDV) como 
iniciador de radicales libres. De esta forma, los polímeros obtenidos 
fueron de P(DVB-co-EDMA-co-HEMA-co-MAA). Es bien conocido que un 
incremento del volumen de disolvente (relación monómeros:disolvente < 
5%, p/v) con respecto a las condiciones de obtención de polímeros en 
bloque puede dar lugar, en algunos casos, a la formación de partículas 
esféricas en condiciones de dispersión-precipitación.662 En estas 
condiciones, las cadenas poliméricas en crecimiento no coagulan 
rápidamente sino que adicionan algunos monómeros u oligómeros 
desde la disolución, precipitando cuando, al aumentar su tamaño, son 
insolubles en el medio de reacción. 
 
Figura 75. Reactor de vidrio donde se llevaron a cabo las reacciones de polimerización 
de este estudio, compuesto por una camisa externa por donde circula una corriente de 
agua conectada a un baño termostático. 
En primer lugar, se evaluó el efecto del tipo de disolvente en la 
obtención de este tipo de morfología. Para ello, la mezcla de monómeros 
se disolvió en 15 mL de distintos disolventes, purgando previamente la 
disolución con argón para desplazar el oxígeno disuelto y llevando a 
cabo la reacción de polimerización a 60 ºC en el interior de un reactor 
de vidrio de 100 mL agitando a 34 rpm (Figura 75). La elección de un 
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disolvente adecuado, o disolvente θ,242 en donde las cadenas de 
polímero adoptan sus dimensiones sin perturbaciones externas 
(cadenas ideales), es crítica para obtener partículas uniformes. En 
cualquier otra situación, el disolvente interactúa con la mezcla de 
prepolimerización y con las cadenas poliméricas en crecimiento, 
modificando la morfología final de la red polimérica independientemente 
de que la relación y cantidad de monómeros presentes sea similar. Con 
este propósito, se evaluaron los disolventes MeCN, MeOH, THF, DMSO, 
DMF y una mezcla de MeCN:tolueno (75:25, v/v). En la Tabla 7 (p. 302) 
se muestran los resultados obtenidos en cada caso. 
 
Figura 76. Micrografías SEM de las partículas resultantes tras la polimerización de la 
mezcla de prepolimerización consistente en una relación ENRO:MAA:HEMA:EDMA:DVB 
(0.5:2:2:2.5:2.5, en moles), en 15 mL de: a) DMSO; b) DMF; c) MeCN:tolueno (75:25, v/v); 
y d) MeCN. La barra de la imagen del inserto en (c) equivale a 200 nm. 
Los parámetros de solubilidad de Hansen proporcionan una 
estimación cuantitativa de la interacción entre los componentes de la 
mezcla de prepolimerización y explican, de forma razonable, el papel del 
disolvente en la fabricación de partículas poliméricas de tamaño 
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micrométrico empleando MAA como comonómero.663 Si la capacidad del 
disolvente para solubilizar las cadenas en crecimiento es baja se 
favorecen las interacciones entre las cadenas poliméricas, lo que genera 
su desolvatación y su precipitación en forma de esferas micrométricas. 
Por tanto, el tamaño resultante dependerá del límite de solubilidad de la 
especie macromolecular en el disolvente elegido, dando lugar a 
partículas más monodispersas cuanto mejor discrimine el disolvente 
entre especies solubles e insolubles. Las tres posibles interacciones 
entre los monómeros y el disolvente que contemplan los parámetros de 
solubilidad de Hansen son las fuerzas dispersivas ( 𝛿𝑑 ), las fuerzas 
polares (𝛿𝑝) y la formación de enlaces de hidrógeno (𝛿ℎ). En las Tablas 6 
y 7 (pp. 301 – 302) se muestran estos parámetros para los componentes 
de la mezcla de prepolimerización y los disolventes empleados en el 
estudio, respectivamente. Los polímeros obtenidos en presencia de THF, 
con bajos valores de 𝛿𝑑  y 𝛿ℎ , y MeOH, con un valor medio de 𝛿𝑝  y 
elevado de 𝛿ℎ , generaron polímeros con tendencia a solubilizarse 
durante las etapas de lavado posteriores a su síntesis. Esto indica que 
el polímero obtenido era prácticamente lineal o con un bajo grado de 
entrecruzamiento debido, posiblemente, a la baja reactividad de los 
monómeros entrecruzantes en presencia de dichos disolventes. Por otra 
parte, los disolventes con moderado valor de 𝛿ℎ, como son DMF y DMSO, 
favorecieron la formación de agregados (Figura 76 a y b); mientras que 
el MeCN, con elevada polaridad, 𝛿𝑝  = 18 MPa1/2, y baja tendencia a 
formar enlaces de hidrógeno, 𝛿ℎ = 6.1 MPa1/2, condujo a la formación de 
partículas esféricas micrométricas (Figura 76 d), dado que es el 
disolvente que más se aproxima a la condición de disolvente  para la 
impronta de polimetacrilatos.243 
Según la bibliografía, el tolueno es otro buen disolvente 
termodinámico que favorece la solvatación de las cadenas poliméricas 
nacientes, confiriendo una elevada porosidad a los polímeros 
resultantes.664 A pesar de que otros autores han descrito la preparación 
de microesferas poliméricas empleando DVB como entrecruzante en 
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presencia de mezclas MeCN:tolueno (75:25, v/v),665 todos los intentos 
realizados en este trabajo resultaron infructuosos. En todos los casos se 
obtuvieron partículas esféricas polidispersas de tamaño nanométrico, 
con bordes poco definidos y de elevada plasticidad (Figura 76 c). Este 
comportamiento se atribuyó a la baja capacidad de la mezcla de 
disolventes para solubilizar la molécula plantilla, ENRO, y algunos de 
los monómeros incluidos en la formulación, lo que tendría una 
influencia negativa sobre las cadenas “nacientes” en las primeras 
etapas del proceso de precipitación. A la vista de los resultados, se eligió 
el MeCN como disolvente óptimo. 
Por otra parte, manteniendo constante la relación de 
ENRO:MAA:HEMA:EDMA (0.5:2:2:5), se evaluó la influencia del 
volumen de MeCN empleado durante la síntesis (Tabla 8, p. 302). 
 
Figura 77. Micrografías SEM de las partículas resultantes de la polimerización de la 
mezcla de prepolimerización consistente en una relación ENRO:MAA:HEMA:EDMA 
(0.5:2:2:5, en moles), en diferentes volúmenes de MeCN: a) 40 mL (343 ± 32 nm); b) 30 
mL (428 ± 23 nm); c) 20 mL (599 ± 16 nm); d) 15 mL (997 ± 21 nm). e) Representación de 
los tamaños estimados mediante SEM en función del volumen de MeCN. Para un 
volumen de 10 mL de MeCN se obtuvo el polímero en formato de bloque. 
 Como se observa en la Figura 77 e, un incremento del volumen de 
MeCN origina una disminución del tamaño de las partículas, siendo 
15 mL el volumen mínimo requerido en las condiciones del ensayo para 
obtener partículas esféricas. Para volúmenes inferiores la polimerización 
tuvo lugar en formato de bloque. Las funciones de distribución de 
tamaños de las partículas obtenidas en este experimento, determinadas 
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mediante DLS se muestran en la Figura 9 (p. 302). Los valores 
obtenidos son ligeramente diferentes a los calculados mediante SEM, 
dado que corresponden al valor del radio hidrodinámico de las 
partículas en el disolvente de análisis (MeCN, Figura 10, p. 303). 
 El tamaño medio de las partículas obtenidas empleando 15 mL de 
MeCN fue de ca. 1 µm de diámetro (997 ± 21 nm, Figura 77 d) 
empleando una cantidad del entrecruzante EDMA de 5 mmol, mientras 
que empleando 2.5 mmol de EDMA y 2.5 mmol de DVB se consiguió 
incrementar el tamaño hasta 3.2 µm (Figura 76 d). Como norma general, 
se observó que al aumentar la cantidad de DVB en la mezcla de 
prepolimerización se obtenían partículas de mayor tamaño, hasta llegar 
a la escala micrométrica (Figura 11, p. 303). Este comportamiento 
podría explicarse suponiendo que la presencia de las unidades de DVB 
en las cadenas oligoméricas iniciales incrementa la solubilidad de las 
mismas, retrasando el momento de la precipitación. Este efecto ha sido 
previamente observado por otros autores.663,665,666 De acuerdo a estos 
resultados, parece lógico pensar que las partículas sintetizadas en 
presencia de DVB presentarán un núcleo más rico en estas unidades, 
mientras que las capas más externas serán más ricas en unidades de 
monómeros metacrílicos, debido a la diferencia de reactividades. Este es 
un aspecto de particular relevancia para asegurar la localización de las 
cavidades de reconocimiento en las capas más externas de la 
micropartícula, lo que favorece la difusión del analito en un menor 
tiempo y evita una elevada hidrofobicidad de las mismas al encontrarse 
el DVB en el núcleo más interno. Además, esta distribución favoreció la 
codificación de las micropartículas con indicadores fluorescentes, como 
se discutirá en el siguiente apartado. 
 Como se comprobó a lo largo de estos estudios previos, la 
concentración y el tipo de entrecruzante tienen un papel fundamental 
en la obtención de partículas esféricas de distintos tamaños. Las 
variaciones de las concentraciones y relaciones de EDMA y DVB 
permitieron modular el tamaño de las partículas. Con objeto de 
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cuantificar el grado de influencia de cada uno de estos monómeros en la 
morfología de las partículas, se decidió aplicar un diseño experimental 
de tres factores, considerando como parámetros de estudio los 
entrecruzantes DVB, EDMA y trimetacrilato de trimetilolpropano, TRIM, 
el primero de ellos de naturaleza vinílica y los dos últimos de origen 
metacrílico. Los diseños experimentales son de gran ayuda para 
establecer pautas regulares y ordenadas a la hora de llevar a cabo un 
experimento que conlleva un gran número de variables empíricas. 
Particularmente, los experimentos de mezcla son una clase especial de 
experimentos de superficie de respuesta en los que el objeto de estudio, 
el polímero en este caso, muestra una dependencia simultánea de 
varios componentes.667 En el experimento de mezclas más simple, la 
respuesta (el tamaño de la partícula) dependerá de las proporciones 
relativas de los entrecruzantes seleccionados. Al contrario que en un 
diseño factorial, en donde la respuesta depende del nivel de factores 
independientes, en un diseño de mezclas los niveles de los factores no 
son independientes y, por lo tanto, la cantidad total de los componentes 
en cada experimento suma un mismo valor constante. En este caso 
concreto, se decidió que la suma total de entrecruzantes fuera de 5 
mmol y, puesto que el número de entrecruzantes estudiados es tres, la 
figura geométrica del diseño planteado se corresponde con un 
triángulo.668 De entre los dos tipos de diseños de mezcla posibles, se 
eligió un diseño simplex centroide, que permitió estimar un modelo de 
superficie de respuesta estadísticamente significativo llevando a cabo 
un número de experimentos razonable (Figura 2, p. 286) a partir de 
cada entrecruzante por separado, sus mezclas binarias equimolares y 
una mezcla ternaria (Tabla 1, p. 280). Las polimerizaciones se llevaron a 
cabo manteniendo fijas las cantidades del resto de componentes de la 
mezcla de prepolimerización ya optimizados, y usando 15 mL de MeCN 
como porógeno (Figura 3 c, p. 291). 
 Los siete polímeros preparados se caracterizaron evaluando el 
tamaño de partícula, mediante imágenes SEM (Figura 78), el área 
específica superficial, por porosimetría de adsorción/desorción de N2, y 
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la circularidad, que indica la correspondencia entre el perímetro 
promedio de las partículas y la circunferencia de un círculo de área 
equivalente a la de la partícula analizada. Para partículas perfectamente 
esféricas la circularidad tiende a la unidad, mientras que para 
partículas no esféricas su valor es inferior. El modelo experimental de la 
superficie de respuesta se estimó considerando el tamaño de partícula 
(Figura 3 a, p. 291) y el área superficial (Figura 3 b, p. 291) como 
respuestas independientes. En general, el valor del área superficial fue 
inversamente proporcional al tamaño de partícula. 
 
Figura 78. Micrografías SEM de las partículas resultantes tras la polimerización de la 
mezcla precursora consistente en una relación ENRO:MAA:HEMA (0.5:2:2, en moles), en 
15 mL de MeCN y con distintos entrecruzantes, de acuerdo al diseño experimental de 
mezclas: a) MIP25 (2.86 ± 0.03 µm, 5 mmol DVB); b) MIP26 (210 ± 50 nm, 5 mmol EDMA); 
c) MIP27 (190 ± 80 nm, 5 mmol TRIM); d) MIP28 (3.22 ± 0.03 µm, 2.5 mmol DVB y 2.5 
mmol EDMA); e) MIP29 (2.4 ± 0.6 µm, 2.5 mmol DVB y 2.5 mmol TRIM); f) MIP30 (120 ± 
20 nm, 2.5 mmol EDMA y 2.5 mmol TRIM); g) MIP31 (2.1 ± 0.3 µm, 1.67 mmol DVB, 1.67 
mmol EDMA y 1.67 mmol TRIM). 
 Las partículas obtenidas en este experimento mostraron grandes 
diferencias morfológicas entre sí, polimerizando en forma de macrogel o 
microesfera en función del tipo y cantidad de los entrecruzantes. Las 
partículas obtenidas empleando únicamente DVB (MIP25, Figura 78 a) 
presentaron una distribución de tamaños muy estrecha, con un tamaño 
de partícula inferior a 3 µm de diámetro, y una morfología esférica muy 
bien definida. El empleo de EDMA (MIP26, Figura 78 b) dio lugar a la 
formación de partículas nanométricas de circularidad heterogénea 
(0.89), mientras que el uso de TRIM (MIP27, Figura 78 c) o de una 
mezcla EDMA/TRIM (MIP30, Figura 78 f) condujo a la obtención de 
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agregados con una elevada área superficial. La mezcla equimolar de 
DBV y TRIM (MIP29, Figura 78 e) también produjo agregados con un 
tamaño de partícula intermedio entre el valor observado para las 
partículas obtenidas con cada entrecruzante por separado, así como un 
área superficial similar al de las partículas obtenidas usando 
únicamente DVB, lo que sugeriría un efecto relevante de dicho 
entrecruzante en la porosidad final de los materiales. Por otra parte, el 
uso de la mezcla equimolar de EDMA y DVB (MIP28, Figura 78 d) 
produjo esferas de morfología similar a las obtenidas al emplear solo 
DVB (MIP25), con una rugosidad superficial y una circularidad parecida, 
pero de mayor tamaño y menor área superficial. Sin embargo, el 
rendimiento de la síntesis fue en este caso del 42% frente al 11% 
obtenido para la síntesis del MIP25. Finalmente, la mezcla de los tres 
entrecruzantes (MIP31, Figura 78 g, centroide del triángulo) dio lugar a 
micropartículas coaguladas con una elevada área superficial.  
 En paralelo, se sintetizaron los NIPs correspondientes a los MIPs 
cuyas partículas microesféricas fueron las más exitosas, es decir, el 
MIP25 y el MIP28. Una vez sintetizados, se observó que el tamaño del 
NIP25 (2.53 ± 0.01 µm) era ligeramente inferior al del correspondiente 
MIP25, mientras que para el NIP28 (3.54 ± 0.06 µm) se observó el efecto 
contrario. Esto que confirmaría que la presencia y/o ausencia de la 
plantilla durante la síntesis y precipitación de las partículas también 
tiene un efecto relevante sobre su morfología. La reproducibilidad en la 
producción de estas partículas se determinó preparando distintos lotes 
independientes, obteniéndose valores de RSD inferiores al 3% en 
términos de diámetro de partícula. Por otra parte, la superficie de 
respuesta del modelo experimental planteado se validó mediante la 
preparación de un polímero sintetizado en presencia de 1 mmol de 
EDMA y 4 mmol DVB. De acuerdo con el modelo, en esas condiciones el 
polímero resultante debería mostrar una morfología esférica con un 
tamaño de partícula de 3.4 ± 0.5 µm. Experimentalmente se obtuvo un 
MIP con un tamaño de partícula de 2.89 ± 0.01 µm, no difiriendo 
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significativamente, a un nivel de confianza del 95%, del valor predicho 
por el modelo. 
 Las partículas obtenidas en el diseño fueron caracterizadas 
mediante FTIR (Figura 12, p. 304). Todos los polímeros presentaron las 
bandas características correspondientes a las unidades en común, es 
decir, las vibraciones de elongación de los grupos C=O (1725 cm-1), C-H 
(2950 cm-1) y O-H (ca. 3500 cm-1) del HEMA y MAA, y las flexiones de 
los grupos C-O-H (1460 cm-1), C-H (1390 cm-1) y C-CH3 (960 cm-1) de 
los metacrilatos, como se puede observar en la Figura 79. También está 
descrito que alrededor de la región 2400 – 3100 cm-1 se pueden 
encontrar varias señales anchas producidas por los enlaces de 
hidrógeno,653 lo que se observó en todos los polímeros a excepción de 
aquellos cuya composición contenía TRIM (MIPs 27, 29 y 31). Por otra 
parte, aquellos polímeros que presentaban DVB en su composición 
mostraron las flexiones fuera del plano de los H unidos al anillo de 
benceno (alrededor de 990, 903, 835, 798 y 711 cm-1), con mayor 
intensidad en las partículas de MIP25 y MIP28 con respecto a los 
polímeros MIP29 y MIP31 (Figura 79 b).  
 
Figura 79. Espectros de infrarrojos obtenidos por transformada de Fourier (FTIR) de los 
polímeros sintetizados en el modelo experimental de mezclas; (b) y (c) muestran 
ampliaciones de distintas regiones del espectro (a). 
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 Los anillos aromáticos también fueron responsables de la 
aparición de otras dos señales características en los espectros de los 
polímeros que contenían DVB a 1600 cm-1, correspondiente a una 
mezcla de las vibraciones C-C del anillo y las flexiones de los enlaces C-
H, y alrededor de 1510 cm-1, correspondiente a las vibraciones del 
propio anillo de benceno con sustituyentes en la posición para (Figura 
79 c).669 Adicionalmente, los grupos éster C=O del EDMA (MIP26) y del 
TRIM (MIP27) generaron unas señales en 1260 y 1155 cm-1, 
respectivamente, parcialmente solapadas por la presencia del DVB en 
los polímeros MIP28, MIP29 y MIP31. Por último, alrededor de 1640  
cm-1 se localizaron pequeñas señales que fueron asignadas a la 
presencia de dobles enlaces sin reaccionar. 
 Debido a sus mejores características morfológicas, los polímeros 
MIP25 y MIP28, junto con sus respectivos NIPs, fueron elegidos para 
posteriores estudios. Los sitios de unión de estos polímeros se 
caracterizaron mediante espectroscopia EPR. A partir de un espectro 
EPR es posible determinar el tiempo de correlación del movimiento de 
difusión rotacional de un electrón desapareado, 𝜏. Si una molécula está 
interaccionando con grupos funcionales o se encuentra en entornos que 
puedan producir variaciones del tiempo de correlación, una 
comparación de dicho valor con el correspondiente al de la molécula 
libre permite relacionar las variaciones encontradas con la 
microviscosidad del entorno.670 Esta técnica ha sido empleada con éxito 
en campos como la biología o la medicina,671 pero nunca se había 
utilizado anteriormente para la caracterización de las cavidades de 
reconocimiento selectivo en un material improntado. 
 Este estudio se llevó a cabo empleando como sonda la molécula 
bromuro de 4-(2’,2’’,6’,6’’-tetrametilpiperidina-1-N-oxil)trimetilamonio 
(CAT1). Aunque la molécula no es reconocida selectivamente por el MIP, 
puede dar lugar a interacciones iónicas y enlaces de hidrógeno tanto en 
los sitios de reconocimiento selectivo como en la red polimérica 
entrecruzada. Los espectros obtenidos tras la incubación con dicha 
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molécula y el posterior lavado de los polímeros mostraron dos 
componentes mayoritarias correspondientes a la sonda CAT1 libre en 
disolución y la unida de forma no covalente a los ácidos carboxílicos 
(Figura 4, p. 294), estando esta última, a su vez, compuesta por una o 
dos componentes. Las señales obtenidas para los NIPs fueron 
significativamente inferiores con respecto a las encontradas en los MIPs, 
lo que se atribuyó a la carencia de sitios de reconocimiento selectivo en 
dichos polímeros. En el caso del NIP25, la señal resultó ser cinco veces 
inferior a la observada para el MIP25, ajustándose a un único 
componente de movilidad y con un tiempo de correlación 
correspondiente a un movimiento lento (𝜏  = 5.37 ns; los valores se 
pueden encontrar en la Tabla 3, p. 295). Sin embargo, para ajustar el 
espectro obtenido en el caso del MIP25 y MIP28 fue necesario incluir 
una segunda componente de movilidad, lo que se asoció a dos entornos 
y, por lo tanto, a dos sitios de unión de diferentes características, uno 
donde la sonda presenta mayor fluidez, y otro donde su movimiento 
está más ralentizado como consecuencia, posiblemente, de la mayor 
viscosidad del microentorno. Una viscosidad más elevada conduce a un 
movimiento de rotación de la sonda más lento (𝜏 = 5.60 ns), siendo este 
el componente mayoritario, y representando un 60 y 65% de los sitios 
para el MIP25 y MIP28, respectivamente. El componente minoritario, 
mostró una movilidad muy superior ( 𝜏  = 2.35 ns), con un mayor 
ensanchamiento de la línea espectral debido a las interacciones espín-
espín como resultado, posiblemente, de una mayor concentración de la 
sonda en cavidades y/o poros de mayor tamaño y responsables del 
reconocimiento no selectivo. 
 Los espectros EPR proporcionaron también información útil 
acerca de la polaridad de los sitios de unión a partir de las constantes 
de acoplamiento 〈𝐴〉  (Tabla 3, p. 295). La sonda unida mostró unos 
valores para dicha constante de 16.67 y 16.70 G para el MIP25 y el 
MIP28, respectivamente, lo que supone un valor de polaridad 
ligeramente inferior con respecto al de la sonda libre en disolución 
(16.78 G). Por otra parte, el NIP28 mostró un incremento de polaridad 
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(16.83 G) de los sitios de unión no selectivos con respecto al NIP25 
(16.67 G). En general, tanto los MIPs como los NIPs empleados en este 
estudio mostraron unas constantes de acoplamiento elevadas debido a 
la presencia de grupos ácido carboxílico/carboxilato en su superficie, 
así como en las cavidades interiores donde tiene lugar la interacción 
con la molécula plantilla, tanto de manera selectiva como no selectiva. 
 Para evaluar la capacidad de unión y selectividad de los polímeros 
MIP25 y MIP28, y la de sus respectivos NIPs, las micropartículas se 
empaquetaron en una columna cromatográfica de dimensiones 30 × 2.1 
mm y se determinó el tiempo de retención de la molécula plantilla 
(ENRO) empleando distintas mezclas de MeCN:HEPES (0.1 M, pH 7.5) 
en el intervalo 0 – 100% (v/v), como fase móvil. Para ambos MIPs se 
observó un efecto de impronta significativo al emplear un 100% MeCN 
como fase móvil (Tabla 4, p. 296), aunque no pudo ser evaluado de 
forma cuantitativa en el caso del MIP28, ya que el ENRO se mantuvo 
retenido en el interior de la columna incluso después de 60 min desde 
su inyección. A pesar de que un incremento del 10% (v/v) de fase 
acuosa condujo a una disminución en el tiempo de retención del ENRO 
en ambos polímeros, el reconocimiento selectivo se mantuvo elevado 
para los dos MIPs, pudiéndose monitorizar en esta ocasión el factor de 
impronta (IF) en el MIP28. El valor del IF, utilizado para evaluar la 
efectividad del reconocimiento del MIP frente al NIP, alcanzó un valor 
máximo al emplear una fase móvil con un 75% (v/v) de HEPES. Los 
valores del IF para el MIP25 y el MIP28 fueron de 3.3 y 3.8, 
respectivamente (Figura 80). 
Cuando el porcentaje de fase acuosa superó el 90% (v/v) los 
tiempos de retención del ENRO volvieron a incrementarse. Sin embargo, 
en estas condiciones no se observó un reconocimiento selectivo, ya que 
el antimicrobiano se retuvo de manera similar tanto en los MIPs como 
en los NIPs, lo que sugiere la aparición de interacciones hidrofóbicas no 
selectivas entre el ENRO y el polímero. De nuevo, en el caso del MIP28 y 
NIP28 no se pudo llevar a cabo la cuantificación y el cálculo de los 
Discusión integradora 
435 
factores de impronta debido a la gran retención del ENRO en dichas 
condiciones de trabajo. 
 
Figura 80. Representación de los factores de impronta calculados mediante 
cromatografía HPLC-FLD a partir de la retención del ENRO en columnas empaquetadas 
con los polímeros MIP/NIP 25/28, empleando fases móviles compuestas por distintas 
proporciones de fase acuosa (HEPES 0.1 M, pH 7.5) y orgánica (MeCN). 
 Adicionalmente, se llevó a cabo la caracterización de los sitios de 
unión mediante cromatografía frontal, a partir de la cual se 
construyeron las correspondientes isotermas de adsorción y se 
estimaron los parámetros termodinámicos, usando como analito no 
retenido una disolución de acetona 0.5% (v/v) en MeCN ( 𝑡0 ). Los 
resultados obtenidos se ajustaron al modelo de la isoterma de 
Freundlich (Figura 5, p. 297), lo que permitió estimar el número 
aparente de sitios de unión (?̅?) y la afinidad aparente promedio en peso 
(?̅?) de cada uno de los polímeros (Tabla 5, p. 297). La comparación 
entre las funciones de distribución de afinidad mostró que la capacidad 
de unión siempre fue superior para los MIPs que para los NIPs, 
especialmente para el MIP25: ?̅?𝑀𝐼𝑃25 = 6.9 ± 0.8 µmol/g, ?̅?𝑁𝐼𝑃25 = 1.8 ± 
0.5 µmol/g, ?̅?𝑀𝐼𝑃28 = 4.7 ± 0.2 µmol/g y ?̅?𝑁𝐼𝑃28 = 1.1 ± 0.1 µmol/g. Por 
otra parte, el valor más bajo del índice de heterogeneidad correspondió 
al MIP25, lo que demostró que de los cuatro polímeros estudiados éste 
era el más heterogéneo en relación a la distribución de los sitios de 
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unión. También se comprobó que el MIP25 presentaba una mayor 
afinidad promedio hacia el ENRO (?̅?𝑀𝐼𝑃25 = 7558 ± 44 M-1) que el MIP28 
(?̅?𝑀𝐼𝑃28 = 7283 ± 19 M-1). Estos valores fueron, a su vez, superiores a los 
obtenidos en sus respectivos NIPs (?̅?𝑁𝐼𝑃25 = 6499 ± 48 M-1 y ?̅?𝑁𝐼𝑃28  = 
6440 ± 27 M-1). 
 
Figura 81. Valores del IF correspondientes a la selectividad cruzada del a) MIP25 y b) 
MIP28 para compuestos estructuralmente análogos y no análogos del ENRO (estructuras 
químicas en la Figura 8, p.301). Fase móvil: MeCN:HEPES (0.1 M, pH 7.5) en distintas 
proporciones (v/v). Factor de impronta calculado como IF = 𝑘𝑀𝐼𝑃/𝑘𝑁𝐼𝑃, factor de retención 
(𝑘) calculado mediante la expresión 𝑘 = (𝑡𝑟 − 𝑡0)/𝑡0, siendo 𝑡𝑟 y 𝑡0 el tiempo de retención 
del analito y de un compuesto no retenido (acetona), respectivamente. 
 La selectividad de las partículas se evaluó mediante un estudio de 
reactividad cruzada empleando concentraciones equimolares (1 mM) de 
los antibióticos ciprofloxacino (CIPR), danofloxacino (DAN), levofloxacino 
(LEV), sarafloxacino (SAR), norfloxacino (NOR) y flumequina (FLU), 
como análogos estructurales de la plantilla y pertenecientes a la familia 
de las fluoroquinolonas, así como ácido oxolínico (OXO), quinolona de 
primera generación, y doxiciclina (DOX), una tetraciclina. Sus 
estructuras se muestran en la Figura 8 (p. 301). Al igual que para el 
ENRO, los antibióticos se inyectaron en la columna empleando distintas 
fases móviles. En la Figura 81 se muestran los valores de IF para cada 
una las moléculas estudiadas, en función de la composición de la fase 
móvil. La molécula plantilla mostró, en todos los casos, los mayores 
valores de IF, aunque las fluoroquinolonas con mayores semejanzas en 
su distribución de grupos funcionales al analito (CIPR, DAN, LEV, SAR 
y NOR) también mostraron cierto reconocimiento selectivo al emplear 
0
20
40
60
80
100
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
F
LU
O
X
O
D
O
X
N
O
R
S
A
R
LE
V
D
A
N
C
IP
H
E
P
E
S
 0.1 M
 pH
 7.5
(%
, v/v)
F
a
c
to
r 
d
e
 i
m
p
ro
n
ta
 (
IF
)
20
40
60
80
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0
2,2
F
L
U
O
X
O
D
O
X
N
O
R
S
A
R
L
E
V
D
A
N
C
IP
H
E
P
E
S
 0
.1
 M
 p
H
 7
.5
(%
, v/v)
F
a
c
to
r 
d
e
 i
m
p
ro
n
ta
 (
IF
)
a) b)
Discusión integradora 
437 
fases móviles con un 25 – 75% (v/v) de HEPES, con valores de IF 
comprendidos entre 1.5 y 2.2. La FLU, la OXO y la DOX, las cuales no 
contienen un anillo de piperazina en su estructura, no mostraron 
reconocimiento selectivo, siendo el valor de IF inferior a 1.2 en todos los 
casos. Por todo ello, la retención selectiva en el MIP se atribuyó, entre 
otros factores, a las interacciones iónicas entre los nitrógenos 
protonados del anillo de piperazina presente en las moléculas y los 
grupos carboxilato de la matriz polimérica, las cuales varían al 
modificarse la proporción de fase acuosa.661,330  
El MIP28 se aplicó como fase estacionaria para la separación de 
una mezcla de CIPR, ENRO, FLU, OXO, nafcilina (NAF, antibiótico de 
tipo β-lactama) y DOX, cuyo cromatograma se muestra en la Figura 7 (p. 
299). Se empleó como fase móvil una disolución 50 mM de HEPES a pH 
7.5 que contenía 25% de MeCN y 36 mM de piperidina. La elución de 
los compuestos se llevó a cabo aplicando un gradiente de pH, desde 7.5 
hasta 3.0, mediante una disolución 0.1% (v/v) de TFA en MeCN. Este 
gradiente de pH favorece la protonación de los grupos carboxilato del 
polímero, facilitando la elución de los analitos más retenidos [𝑡𝑟 (min) = 
13.97 (CIPR), 59.71 (ENRO), 6.30 (FLU), 4.84 (OXO), y 0.69 (DOX); 𝑡0 
(min) = 0.42 (acetona)]. Utilizando las condiciones cromatográficas 
mostradas en la Tabla 9 (p. 304), los factores de retención fueron 𝑘𝐶𝐼𝑃𝑅 = 
44 y 𝑘𝐸𝑁𝑅𝑂 = 220, mientras que las moléculas que no presentaban un 
anillo de piperazina en su estructura apenas fueron retenidas en el MIP, 
con valores de 𝑘 inferiores a 1.5. La resolución observada entre el CIPR 
y el ENRO fue de 1.6, lo que indica una correcta separación entre 
ambos analitos a pesar de la gran anchura de los picos cromatográficos, 
particularmente para el ENRO, atribuida a la heterogeneidad de los 
sitios de unión del MIP. 
Como resumen, a lo largo de este trabajo se optimizaron distintos 
parámetros de la mezcla de prepolimerización que tienen un efecto 
significativo en el polímero obtenido durante el proceso de precipitación, 
particularmente en su morfología y tamaño de partícula. Se demostró la 
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utilidad de un diseño experimental de mezclas para estudiar el efecto de 
varios factores, de forma simultánea, en el resultado de la 
polimerización. La aplicación de dicho diseño experimental permitió 
obtener un modelo de la superficie de respuesta que predice la 
morfología de los polímeros cuya composición se encuentra dentro del 
intervalo establecido para cada uno de los factores considerados en el 
diseño. A partir del diseño experimental se seleccionaron dos polímeros 
(MIP25 y MIP28), los cuales mostraban una morfología microesférica 
bien definida. Si bien el MIP28 presentó una menor capacidad de 
reconocimiento selectivo y de sitios de unión que el MIP25, tanto la 
homogeneidad de sus sitios de unión selectiva como su factor de 
impronta y resistencia mecánica a la presión fueron superiores.  
8.2.2. Desarrollo de un sensor de fibra óptica para la 
determinación de ENRO 
Dadas las excelentes características del polímero MIP28 
sintetizado en el apartado anterior, éste se seleccionó como elemento de 
reconocimiento selectivo para el desarrollo de un sensor óptico basado 
en medidas de emisión de fluorescencia, empleando un haz (bundle) de 
fibras ópticas como elemento transductor.  
Los objetivos de este trabajo se centraron en solucionar algunas 
de las principales desventajas de los materiales improntados, en 
comparación con los elementos biológicos, para el desarrollo de 
sensores ópticos. Concretamente: 
a) Cinéticas de unión relativamente lentas. Para evitar este 
problema se decidió emplear las microesferas de MIP optimizadas 
en el trabajo anterior, dado que presentaban los sitios de unión 
de reconocimiento selectivo cercanos a la superficie, así como un 
área superficial elevada que favorece la interacción con el analito. 
b) El análisis de compuestos, como el ENRO, sin propiedades 
ópticas en la región visible del espectro, la cual es la de mayor 
utilidad para el desarrollo de sensores ópticos. Para evitar este 
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inconveniente se decidió sintetizar un análogo del ENRO, 
marcándolo con un fluoróforo, con absorción y emisión en esta 
región del espectro de la radiación electromagnética. La molécula 
marcada se empleó en el desarrollo de un ensayo competitivo, 
basado en medidas de fluorescencia, para la determinación de 
ENRO. Cabe destacar que, si bien el ENRO presenta absorción en 
la región UV, la mayoría de los microscopios de fluorescencia de 
rutina, equipo empleado en este trabajo para realizar las medidas 
de fluorescencia, no poseen la óptica adecuada para llevar a cabo 
su excitación (280 – 320 nm). 
c) El acoplamiento entre el elemento de reconocimiento y el 
elemento transductor. Para abordar esta limitación se desarrolló 
un microarray 2D donde las esferas se depositaron, de forma 
arbitraria, sobre la superficie de un haz de fibras previamente 
tratadas, facilitando su asentamiento e inmovilización en el 
extremo del haz. 
d) La capacidad de multiplexado, esto es, la posibilidad de reconocer 
varios analitos, de forma simultánea. Para abordar esta limitación 
se llevó a cabo la codificación de las partículas de MIP28 y NIP28 
con distintos fluoróforos, a fin de demostrar si era posible llevar a 
cabo la medida simultánea de ambos materiales empleando el haz 
de fibras ópticas. 
El primer objetivo del trabajo fue la síntesis de un derivado 
fluorescente del ENRO con emisión en la región visible del espectro 
electromagnético. Para ello, y tras considerar distintas moléculas 
fluorescentes, se seleccionó el fluoróforo BODIPY® TR cadaverina, 
perteneciente a la familia de los derivados del anillo de boro-
dipirrometano, comercialmente conocidos como BODIPYs®. La BODIPY® 
TR cadaverina presenta una elevada absorción en la región visible del 
espectro electromagnético ( 𝜆𝑚á𝑥
𝑎𝑏𝑠  = 589 nm, 𝜆𝑚á𝑥
𝑒𝑚  = 617 nm, 𝜀589 𝑛𝑚
𝑀𝑒𝑂𝐻  = 
68000 L·mol-1·cm-1 en MeOH), elevado rendimiento cuántico de emisión 
de fluorescencia (  1 en MeOH), elevada estabilidad, escasa 
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dependencia de la longitud de onda máxima de emisión con el medio y 
coste asequible.672,673,674 La síntesis y caracterización del derivado 
fluorescente de la molécula de ENRO se detalla en el Material 
Suplementario del artículo 7.6. (p. 330). En la selección de este 
fluoróforo se tuvieron en cuenta adicionalmente las características 
espectroscópicas de los marcadores fluorescentes disponibles para la 
codificación de las microesferas de polímero, a fin de llevar a cabo la 
correcta identificación simultánea del MIP y el NIP, sin afectar a la 
respuesta analítica. 
Por otra parte, el marcador comercial seleccionado incluye un 
brazo espaciador de cinco átomos de carbono que permite separar la 
molécula de ENRO y el anillo de la BODIPY® responsable de la 
fluorescencia, cuya longitud se estimó adecuada para facilitar el 
reconocimiento selectivo del antimicrobiano en las cavidades del MIP 
sin que la parte indicadora de la molécula interfiriera en el proceso. 
Nótese que, dado que el reconocimiento selectivo se debe a la formación 
de un enlace de hidrógeno entre los grupos carboxilato del polímero y el 
nitrógeno N-4 del anillo de piperazina del ENRO (protonado al pH de 
medida, 7.5), la funcionalización se tuvo que llevar a cabo por el 
extremo opuesto de la molécula de ENRO, es decir, por el ácido 
carboxílico.  
Tras su síntesis y purificación mediante separación 
cromatográfica en una columna semi-preparativa de HPLC, se obtuvo el 
correspondiente derivado fluorescente del ENRO, denominado 
bodifloxacino, con un rendimiento del 25%. Las longitudes de onda de 
los valores máximos de absorción y emisión de dicho derivado, en MeCN, 
fueron de 588 nm y 624 nm, respectivamente. El coeficiente de 
absorción molar en este disolvente resultó ser 𝜀588 𝑛𝑚
𝑀𝑒𝐶𝑁  = 12750 ±130 
L·mol-1·cm-1. Su rendimiento cuántico de emisión se calculó empleando 
el método de Parker-Rees (Ecuación 3, p. 334)675 y oxacina-170 como 
patrón de emisión conocida, obteniéndose un valor de Φ = 0.73 ± 0.02 
en MeCN. 
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Una vez caracterizado el bodifloxacino, se procedió a la 
codificación de las micropartículas de los polímeros MIP28 y NIP28 
(Figura 82). 
 
Figura 82. Codificación de las partículas NIP28 y MIP28 con el complejo dicloruro de 
tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina) rutenio (II), Ru(dip)3Cl2, y cumarina-30, respectivamente. 
 Como se indicó anteriormente, la composición empleada en la 
síntesis de las micropartículas de polímero tiene un papel relevante en 
su posterior codificación. En este caso concreto, el DVB, en presencia 
equimolar respecto al segundo entrecruzante, EDMA, consiste 
comercialmente en una mezcla de isómeros meta- y para- sustituidos 
del monómero estireno, localizando en estas posiciones el segundo 
grupo vinílico que le confiere la propiedad de entrecruzante. Como se 
describe en la bibliografía,676 una mezcla de monómeros metacrílicos 
(MAA, HEMA, EDMA) en presencia de los distintos isómeros del DVB 
cambia radicalmente su reactividad, incrementándose los valores de la 
constante de autopropagación para el p-DVB, lo que favorece su 
homopolimerización, así como la constante de propagación cruzada del 
m-DVB, lo que favorece la formación de copolímeros estadísticos 
durante la polimerización. El resultado de la modificación de estas 
constantes fue la creación de partículas de polímero con un núcleo 
fuertemente entrecruzado, basado casi exclusivamente en unidades de 
p-DVB. Esta distribución de monómeros resulta de gran utilidad para la 
codificación de las partículas con colorantes hidrofóbicos, ya que estos 
quedan retenidos en el núcleo más interno de la partícula, mientras las 
NIP28
MIP28
Ru(dip)3Cl2
Cumarina-30
R-NIP28
C-MIP28
Codificación en THF : MeCN (70 : 30, v/v)
Codificación en THF
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capas más externas, donde se localizan los monómeros metacrílicos y, 
por tanto, los sitios de reconocimiento selectivo, no se ven afectadas por 
su presencia. Las partículas de NIP28 se codificaron con Ru(dip)3Cl2 
(𝜆𝑚á𝑥
𝑎𝑏𝑠  = 455 nm, 𝜆𝑚á𝑥
𝑒𝑚  = 613 nm), R-NIP28, y las de MIP28 con cumarina-
30 (𝜆𝑚á𝑥
𝑎𝑏𝑠  = 413 nm, 𝜆𝑚á𝑥
𝑒𝑚  = 478 nm), C-MIP28. La codificación se llevó a 
cabo empleado THF dado que es un buen disolvente de los P(DVB-co-
estireno), es decir, es capaz de expandir la red polimérica 
considerablemente, permitiendo el paso de las moléculas que se desea 
alojar en el núcleo de las partículas. Dada la escasa solubilidad del 
Ru(dip)3Cl2 en THF, en el caso del NIP se empleó una disolución con un 
30% de MeCN (v/v, cercano al disolvente θ, sin efecto apreciable sobre 
el hinchamiento). 
Los valores de las longitudes de onda máximas de absorción y 
emisión de los fluoróforos elegidos para la codificación de las partículas 
no solapan con las correspondientes al antibiótico marcado (𝜆𝑚á𝑥
𝑎𝑏𝑠  = 588 
nm, 𝜆𝑚á𝑥
𝑒𝑚  = 624 nm). Las partículas codificadas se colapsan cuando se 
emplea un mal disolvente de metacrilatos y estireno/DVB, como el 
MeOH en frío, lo que provoca la contracción rápida de las cadenas 
poliméricas y el atrapamiento físico de los colorantes en su interior. Las 
partículas se sometieron a seis ciclos de lavado con MeOH frío (-20 ºC) 
confirmándose, mediante HPLC con detección fluorescente, que las 
moléculas de colorante no se extraían al medio. 
Después de la codificación de las partículas se procedió a la 
fabricación del microarray, tal y como se esquematiza en la Figura 83. 
Mediante tratamiento químico con HCl diluido (25 mM) durante 80 s se 
crearon micropocillos en uno de los extremos de las fibras ópticas que 
componen el haz. Seguidamente, se depositó sobre el extremo tratado 
una mezcla de partículas de C-MIP28 y R-NIP28, las cuales quedaron 
retenidas físicamente y de forma estocástica en los micropocillos 
previamente generados. Por último, se evaluó la emisión de 
fluorescencia correspondiente a cada una de las partículas empleadas, 
usando diferentes longitudes de onda de excitación (Figura 84). 
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Figura 83. Esquema de la fabricación del “microarray” basado en la deposición 
aleatoria y simultánea de partículas esféricas C-MIP28 y R-NIP28. El extremo distal de 
un haz de fibras (“bundle”) de 3 cm de longitud y un espesor total de 1.3 mm, con una 
cubierta de SiO2 de 100 µm y un núcleo basado en 50000 fibras ópticas (micrografía 
SEM izquierda), se trató con HCl 25 mM para generar los micropocillos mostrados en la 
micrografía de la derecha. El tratamiento con HCl durante 80 s generó unos huecos de 
3.1 µm de diámetro. Una disolución conteniendo una mezcla de similar concentración de 
partículas codificadas R-NIP28 y C-MIP28 se depositó sobre la superficie. Una vez 
evaporado el disolvente, las partículas quedaron atrapadas, de forma irreversible, en los 
micropocillos (micrografía SEM derecha).  
 La gran ventaja de este tipo de microarrays es que permiten 
obtener mapas bidimensionales (Figura 84) a partir de la emisión 
diferenciada de cada tipo de partícula, C-MIP y R-NIP. Conociendo la 
posición cartesiana de cada una de las partículas, dada su diferente 
codificación y emisión, es posible llevar a cabo el análisis simultáneo de 
ambas. 
 
Figura 84. a) Micrografía de campo brillante (lámpara halógena de 100 W operando a 6 
V, y detector CCD con una ganancia 2.50 y 80 ms de tiempo de adquisición) de la 
superficie del haz de fibras ópticas donde previamente se han depositado las partículas 
de C-MIP28 y R-NIP28. El diámetro del objetivo (X20) equivale a 175 µm. Micrografías de 
fluorescencia (obtenidas bajo la excitación de la misma lámpara, pero operando a 12 V) 
con los siguientes juegos de filtros (interferencial/espejo dicroico/filtro de corte o “cut-
off”, Tabla 3, p. 337): a) 405/414/425 nm, 3 s de tiempo de adquisición; b) 
470/490/500 nm, 1 s de tiempo de adquisición; c) 550/600/590 nm, 2 s de tiempo de 
adquisición, después de la incubación de la fibra durante 1 h en una disolución 1 µM de 
ENRO y 0.25 µM de bodifloxacino en una mezcla MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) 50:50 
(v/v). 
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 Con objeto de obtener señales más reproducibles, la excitación 
del microarray se llevó a cabo introduciendo la radiación por el extremo 
proximal de la fibra, es decir, por el lado opuesto a donde se 
encontraban depositadas las partículas (esquema de la Figura 85). 
 
Figura 85. Esquema de medida del sensor basado en fibra óptica para la detección de 
ENRO, a partir de la molécula de bodifloxacino.  
 Cuando las partículas codificadas son excitadas con una longitud 
de onda de 405 nm, se observa la emisión tanto de la cumarina-30 
como del Ru(dip)3Cl2, utilizados para codificar el MIP y el NIP, 
respectivamente (Figura 84 b). Mediante el empleó del programa 
informático ImageJ, se identificó cada partícula C-MIP (Figura 86 d) y 
R-NIP (Figura 86 c), asignando a cada una de ellas una posición 
cartesiana (x-y) única en la superficie del microarray. Para ello, las 
imágenes de microscopía de fluorescencia se dividieron en sus 
respectivos canales RGB (rojo, verde y azul). La componente mayoritaria 
en el canal azul se debe a la emisión de la cumarina-30, mientras que 
en el canal rojo la emisión corresponde, fundamentalmente, al 
Ru(dip)3Cl2. Aquellas partículas que presentaron luminiscencia en 
ambos canales se consideraron como resultados discrepantes para 
posteriores análisis.  
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Figura 86. Micrografías de: a) campo brillante, obtenida en las condiciones descritas en 
la Figura 84 a (el diámetro del objetivo X20 equivale a 175 µm); b) fluorescencia, 
obtenida en las condiciones descritas en la Figura 84 b, y sus canales rojo (c) y azul (d) 
después de su división RGB. 
 Posteriormente, se llevó a cabo la excitación a una longitud de 
onda de 470 nm (Figura 84 c), a la cual emite únicamente el complejo 
Ru(dip)3Cl2, lo que permitió confirmar las posiciones de las partículas 
R-NIP (señaladas con un cuadrado) asignadas en el experimento 
anterior. Finalmente, la superficie del array se excitó a una longitud de 
onda de 550 nm, a la que no absorbe ninguno de los fluoróforos 
codificadores de las partículas de C-MIP y R-NIP, pero sí el 
bodifloxacino, evaluándose la emisión correspondiente a las moléculas 
del antibiótico marcado, retenido en el C-MIP. Como se puede observar 
en la Figura 84 d, las partículas que emitieron en la región roja del 
espectro se corresponden con aquellas que fueron asignadas, 
previamente, como MIPs (señaladas con un triángulo) al ser excitadas 
con una longitud de onda de 405 nm. De esta forma, se pudo conocer la 
localización exacta de cada partícula, su naturaleza y su señal analítica 
en presencia del antibiótico marcado durante el ensayo de 
reconocimiento. 
 Seguidamente se optimizaron varios parámetros del ensayo de 
fluorescencia, incluyendo el disolvente de incubación, la cantidad de 
polímero, el tiempo de incubación y la concentración de antibiótico 
marcado requerida para el ensayo competitivo. La optimización se llevó 
a cabo incubando las micropartículas en el medio de estudio y 
analizando el sobrenadante mediante cromatografía HPLC-DAD/FLD. 
Se empleó un patrón de la misma concentración inicial de los analitos 
para calcular la cantidad de antibiótico, marcado o no, retenido en 
a) b) c) d)
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ambos polímeros (parámetro B, de bound, en µmol/g). Las condiciones 
óptimas del ensayo de recogen en la Tabla 34. 
Tabla 34. Condiciones optimizadas para el ensayo competitivo de fluorescencia entre el 
ENRO y el bodifloxacino. 
Parámetro Valor optimizado 
Tiempo de incubación 60 min 
Concentración de bodifloxacino 250 nM 
Masa de polímero por fibra 2 µg 
Disolvente de incubación 
MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) 
50:50 (v/v) 
Disolvente de lavado 
1) MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5, 
NaCl 138 mM, KCl 2.7 mM)  
50:50 (v/v) 
2) MeCN 
Volumen de incubación 1 mLa ó 500 µLb 
a Primer ensayo competitivo, en el que se emplea 0.25 mg de polímero; b segundo ensayo 
competitivo, en el que se emplea 2 µg de polímero por fibra. 
Se evaluaron dos formatos de ensayos competitivos diferentes 
para la determinación del ENRO. En el primero, las incubaciones se 
llevaron a cabo en disolución, en las condiciones indicadas en la Tabla 
34, y monitorizando el antibiótico tanto en el sobrenadante, mediante 
HPLC-FLD, una vez centrifugada la suspensión, como en las partículas, 
de forma indirecta, mediante su deposición en la fibra óptica y medida 
de microscopía de fluorescencia, monitorizando la emisión del 
bodifloxacino. El rango de concentraciones de ENRO ensayado fue de 
0.1 – 1000 µM. Antes de la medida, las partículas se lavaron con una 
disolución de MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5, NaCl 138 mM y KCl 2.7 
mM) 50:50 (v/v) para minimizar la unión no especifica del ENRO y del 
bodifloxacino, e incrementar la reproducibilidad entre las medidas. 
 Los datos experimentales se normalizaron empleando la Ecuación 
13 y se ajustaron a un modelo de regresión logística de cuatro 
parámetros (Ecuación 12). El significado de cada parámetro en ambas 
expresiones se encuentra detallado en el trabajo 7.6. (pp. 320 – 321). 
Ecuación 12.                𝑆𝑒ñ𝑎𝑙 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 (𝑌) =
𝐵𝑚𝑎𝑥−𝐵𝑚𝑖𝑛
1+(
[𝐸𝑁𝑅𝑂]
𝐼𝐶50
)
𝑏 + 𝐵𝑚𝑖𝑛 
Ecuación 13.                                 𝑆𝑒ñ𝑎𝑙 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎 (𝑌) =
𝐵−B∞
1−B∞
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Figura 87. a) Calibrados obtenidos para la determinación de ENRO empleando el 
C-MIP28 (negro) y el R-NIP28 (rojo). La concentración de ENRO unida al polímero (B) se 
determinó mediante cromatografía HPLC-FLD. La curva de calibrado del C-MIP28 
corresponde a una función logística de cuatro parámetros en la que se muestra, además, 
su banda de confianza para un nivel de probabilidad del 98% (líneas azules punteadas). 
A la derecha, se muestran los coeficientes de variación (CV) obtenidos para cada 
concentración de la curva de calibrado. b) Curvas de calibrado para el ENRO obtenidas 
mediante cromatografía HPLC-FLD () y el microarray de fibra óptica () empleando el 
polímero C-MIP28. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo logístico de 
cuatro parámetros (HPLC-FLD, n = 13, r2 = 0.993; microarray, n = 8, r2 = 0.995). Todas 
las medidas se realizaron por triplicado. 
 Como se observa en la Figura 87 b, el calibrado obtenido 
empleando el microarray de fibra óptica no difiere significativamente del 
estimado monitorizando la concentración de ENRO unida al C-MIP 
mediante cromatografía HPLC-FLD. A partir de ambos calibrados se 
calcularon el LOD, LOQ, intervalo dinámico, DR, e IC50 
correspondientes a la concentración de ENRO que conduce 
respectivamente al 10%, 20%, 20 – 80% y 50% de inhibición de la señal 
de fluorescencia emitida por el antibiótico marcado (bodifloxacino) en 
ausencia de ENRO. Los valores obtenidos para cada uno de los métodos 
se muestran en la Tabla 35. 
Tabla 35. Parámetros analíticos del ensayo competitivo para el análisis de ENRO 
mediante HPLC-FLD y un microarray de fibra óptica empleando el polímero C-MIP28. 
Parámetro 
(inhibición, %) 
HPLC-FLD 
(µM) 
Microarray de 
fibra óptica (µM) 
LOD (10%) 1.56 (0.13) 0.38 (0.09) 
LOQ (20%) 4.98 (0.07) 3.3 (0.2) 
DR (20 – 80%) 4.98 – 266.6 3.3 – 326.8 
IC50 (50%) 43.4 (1.2) 63 (2) 
Entre paréntesis, valores de desviación estándar. 
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Para comparar los resultados obtenidos por ambos métodos de 
análisis se ha empleado el método de mínimos cuadrados bivariados 
(BLS, del inglés bivariate least-squares).677 Los resultados obtenidos se 
muestran en la Figura 88.  
 
Figura 88. a) Representación conjunta de los valores de concentración estimados 
mediante HPLC-FLD y empleando el microarray de fibra óptica, así como la 
incertidumbre de ambos métodos para cada nivel de concentración; b) elipsoide que 
representa el intervalo de confianza conjunto de la ordenada en el origen y la pendiente 
del ajuste de los resultados. Punto rojo: valores experimentales. Punto negro: valores 
teóricos. Puesto que los valores teóricos quedan dentro del área delimitada por la figura 
geométrica, ambos métodos son comparables a un nivel de confianza del 98%. 
 Como se observa en la Figura 88 b, el área definida por el 
intervalo de confianza conjunto incluye los valores teóricos de la 
ordenada en el origen y la pendiente de una recta ideal (0, 1), para un 
nivel de confianza del 98%, confirmando que ambos métodos analíticos 
son comparables. 
A pesar de la robustez del método desarrollado, esta aproximación 
presenta varias limitaciones, siendo la más significativa la realización 
del ensayo en discontinuo y el posterior acoplamiento del elemento de 
reconocimiento con el transductor. Desde el punto de vista de un 
sensor óptico este aspecto no suponía un avance significativo, puesto 
que el uso de la plataforma quedaba limitado a un único análisis. 
Es por ello que se evaluó un formato de ensayo alternativo para el 
desarrollo del sensor basado en la deposición previa de las 
micropartículas sobre la fibra óptica antes de realizar el ensayo de 
reconocimiento. Las condiciones experimentales fueron similares a las 
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descritas en la Tabla 34 para el primer formato de ensayo. En esta 
aproximación, el extremo sensible se introdujo en las disoluciones de 
medida y, después de una etapa de lavado como en el caso anterior, se 
monitorizó la fluorescencia del microarray. Los resultados analíticos 
obtenidos empleando esta aproximación mejoraron significativamente 
los obtenidos anteriormente en términos de sensibilidad, aunque se 
redujo el intervalo dinámico de trabajo (DR de 0.29 – 21.5 µM), como se 
observa en la Figura 89. 
 
Figura 89. Comparación de las curvas de calibrado obtenidas al llevar a cabo la 
incubación, en la disolución de ENRO/bodifloxacino, con las partículas de MIP fuera de 
la fibra (azul, primer ensayo competitivo) o depositadas previamente en la fibra (verde, 
segundo ensayo competitivo). Las flechas rojas indican, para ambos ensayos, la 
concentración de ENRO para la cual la señal inicial del bodifloxacino queda inhibida un 
10% (LOD). Las flechas azules y verdes delimitan el intervalo dinámico (DR) de ambos 
ensayos (20 – 80% de inhibición). 
 El LOD estimado al aplicar esta aproximación fue de 40 ± 3 nM, 
un orden de magnitud inferior al estimado en la primera aproximación 
(380 nM). Esta nueva metodología permitió reducir el volumen de 
incubación de 1 mL a 0.5 mL empleando únicamente 2 µg de partículas 
codificadas por haz de fibras. Esta menor cantidad de C-MIP, con 
respecto a la utilizada en la primera aproximación, justificaría la 
disminución del LOD y la reducción del intervalo dinámico de respuesta. 
Por otra parte, esta aproximación permite que el sensor sea reutilizable, 
o lo que es lo mismo, la fibra se puede lavar con MeOH:AcOH (2%, v/v) 
para extraer el ENRO y el bodifloxacino retenidos en el C-MIP y, tras 
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una etapa de equilibrado en el disolvente de incubación, se puede 
proceder a un nuevo ensayo. Finalmente, en comparación con las 
medidas realizadas mediante HPLC-FLD, la gran ventaja del microrray 
de fibra óptica es que permite la monitorización simultánea de las 
partículas de C-MIP y R-NIP, lo que demuestra el potencial del sensor 
para realizar medidas multiplexadas empleando diferentes polímeros de 
impronta molecular sintetizados en presencia de otros analitos. 
 La selectividad del método se evaluó a partir del estudio de 
reactividad cruzada en presencia de otros antibióticos, incluyendo las 
fluoroquinolonas CIPR, NOR, DAN, FLU, la tetraciclina DOX y un 
antibiótico de la familia de las β-lactamas, la penicilina G procaína 
(PGP). El porcentaje de inhibición del bodifloxacino en presencia de una 
concentración 10 µM de cada interferente se determinó, en primer lugar, 
mediante cromatografía HPLC-FLD. Para ello, las incubaciones se 
realizaron fuera de la fibra óptica utilizando una concentración de 
polímero de 0.25 mg/mL. Los resultados obtenidos se muestran en la 
Figura 90. 
 
Figura 90. Inhibición (en %) de la respuesta del bodifloxacino en presencia de distintos 
analitos interferentes, evaluada en el sobrenadante mediante HPLC-DAD/FLD, tras la 
incubación con el polímero improntado (C-MIP28) o con el polímero no improntado (R-
NIP28). Condiciones de incubación: 0.25 mg/mL de MIP/NIP en 1 mL de MeCN:HEPES 
(25 mM, pH 7.5) 50:50 (v/v) en presencia de 0.25 µM de bodifloxacino y 10 µM de 
interferente, durante 60 min. Incubaciones y medidas realizadas por triplicado. 
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 Como se observa en la Figura 90, solo el CIPR, producto de 
degradación en el metabolismo del ENRO, produce cierta interferencia 
cruzada a una concentración de 10 µM. El resto de los antibióticos 
evaluados, NOR, DAN, FLU, PGP y DOX, prácticamente no inhiben (< 
5%) la unión del bodifloxacino al C-MIP. En el R-NIP no se observó 
ninguna variación significativa de la señal inicial, siendo el porcentaje 
de inhibición de solo un 1.9% en el caso más desfavorable (presencia de 
ENRO). 
 A la vista de estos resultados, se llevó a cabo el ensayo de 
reactividad cruzada en la fibra empleando, por una parte, una 
disolución de CIPR y, por otra parte, una disolución que contenía una 
mezcla de 10 µM del resto de aquellos analitos que no produjeron, en el 
ensayo anterior, cambios superiores al 5% en la señal B0. Los 
resultados aparecen recogidos en la Figura 7 (p. 328), obteniendo una 
inhibición de la señal del 25% para el ENRO, un 8% para el CIPR e 
inferior al 5% para la mezcla de los otros antibióticos. 
Una vez demostrada la selectividad del sensor desarrollado, se 
procedió a su aplicación sobre muestras reales. En colaboración con la 
Universidad Alfonso X El Sabio, se trató una oveja lactante (ca. 70 Kg) 
con el antibiótico Baytril® 10% (solución inyectable de ENRO). El 
antibiótico se inyectó en la vena yugular derecha de la oveja, en una 
única dosis de 5 mg/Kg, recogiéndose posteriormente muestras de 
sangre de la vena yugular izquierda a diferentes tiempos. Dichas 
muestras se centrifugaron para separar los componentes más pesados 
de la matriz. Seguidamente, se precipitaron y se eliminaron las 
proteínas mediante la adición de MeCN y una segunda etapa de 
centrifugación. Por último, empleando el microarray desarrollado se 
analizó el contenido de ENRO presente en el suero aislado. El suero 
obtenido en la extracción a t = 0 min se empleó como muestra control 
libre de ENRO para la calibración del microarray, observándose que no 
existía efecto matriz para una dilución 1:6 (v/v) del suero con MeCN. En 
estas condiciones se obtuvo un LOD de ENRO en suero de 0.15 ± 0.04 
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µM, con un DR 0.62 – 13.11 µM y un IC50 de 3.4 ± 0.6 µM. Se confirmó, 
para un nivel de confianza del 98%, que este valor de IC50 no difiere 
significativamente del valor obtenido en un medio hidro-orgánico (IC50 = 
3.5 ± 0.8 µM).  
Seguidamente se analizaron las muestras de suero extraído a t = 
5 min tras la inyección del Baytril®, tiempo para el cual la curva 
farmacocinética muestra el máximo valor de ENRO en ganado ovino.678 
Esta muestra se midió en paralelo empleando HPLC-FLD y el microarray 
de fibra óptica, obteniéndose valores de concentración de ENRO de 
19.9 ± 0.2 µM y 20 ± 5 µM, respectivamente, los cuales no difieren 
significativamente a un nivel de confianza del 98%, lo que demuestra la 
validez de la metodología analítica desarrollada en este trabajo. Para 
tiempos superiores a 30 min el antibiótico se degrada rápidamente a 
CIPR, decayendo su concentración en suero de forma exponencial.  
 
Figura 91. Ejemplo de un microscopio de fluorescencia comercial portátil para la 
monitorización del bodifloxacino. El modelo AM4113T-RFYW que se muestra en la 
imagen, de la empresa Dino-Lite® Digital Microscope, permite el acoplamiento de un 
soporte para fibras ópticas. La posibilidad de intercambiar los LEDs, con los juegos de 
filtros correspondientes, permite la monitorización de diversos colorantes fluorescentes. 
Imágenes obtenidas de la página web http://www.dino-lite.eu. 
En conclusión, el sensor óptico desarrollado en este trabajo es el 
primer ejemplo descrito en la bibliografía que demuestra el potencial de 
los MIPs como sustitutos de los elementos de reconocimiento biológicos 
para el análisis multiplexado. Aunque actualmente requiere el empleo 
de un microscopio de fluorescencia, existen en el mercado microscopios 
portátiles, con un coste asequible, que pueden adaptarse fácilmente al 
empleo de un microarray de fibras ópticas, tal y como se muestra en la 
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Figura 91. La conexión mediante USB a un ordenador, y un software 
apropiado, permitiría la adquisición de la imagen y el tratamiento de la 
señal mediante máscaras de interfaz gráfica programables, lo que 
facilitaría su empleo para el análisis rutinario en granjas con el fin de 
asegurar que el antibiótico se ha administrado de acuerdo a la 
legislación vigente y no como promotor del crecimiento. 
La posibilidad de reutilización de las fibras es otro factor 
importante que confirma la utilidad sensora de esta metodología. Debe 
destacarse que las respuestas obtenidas con el sensor han sido 
reproducibles durante tres años de medida, lo que demuestra la 
robustez del método desarrollado. Además, las respuestas obtenidas 
con el microarray se han validado empleando cromatografía HPLC-FLD, 
obteniéndose resultados estadísticamente comparables en todos los 
casos. No obstante, la principal limitación de este sensor es el 
relativamente largo tiempo de incubación, 60 min, y la necesidad de 
emplear un derivado marcado con un fluoróforo para la obtención de la 
señal analítica. Por ello, el último capítulo de la presente Tesis Doctoral 
se dedicó al desarrollo de sensores ópticos basados en técnicas que no 
requieren el marcaje de los analitos, así como de nanopartículas 
improntadas, en lugar de micropartículas, con objeto de disminuir el 
tiempo de respuesta del sensor.  
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8.3. Nanomateriales improntados sobre coloides de oro 
aplicando técnicas núcleo-recubrimiento  
Las principales limitaciones de la metodología sensora basada en 
medidas de fluorescencia, descrita en el apartado anterior, incluyen: 
a) La necesidad de sintetizar análogos fluorescentes de aquellos 
analitos de interés que no presenten propiedades fluorescentes 
intrínsecas características para su monitorización. Esta etapa 
puede suponer un esfuerzo sintético importante, con el 
consiguiente incremento en el coste del ensayo. Además, puede 
conducir a la obtención de derivados que no sean reconocidos por 
el material improntado, lo cual supone una seria limitación para 
la detección del analito. Esta desventaja se evita empleando 
esquemas de medida basados en ensayos directos label-free, en 
los que el evento de reconocimiento del analito produce un 
cambio cuantificable en la señal óptica, bien debido a la molécula 
detectada o bien al polímero. 
b) Las lentas cinéticas de unión, consecuencia del elevado 
entrecruzamiento de la red polimérica y la lenta difusión del 
analito a los sitios de unión selectivos localizados en las regiones 
interiores de la matriz polimérica. 
Para tratar de solucionar estos problemas, en el último trabajo de 
la presente Tesis Doctoral se abordó la síntesis de MIPs en formato 
núcleo-recubrimiento. Esta aproximación permite la preparación de 
capas delgadas de MIP sobre un soporte adecuado, lo que facilita la 
difusión del analito a las cavidades de reconocimiento y, por lo tanto, 
disminuye el tiempo de respuesta del método. De acuerdo a la revisión 
bibliográfica realizada en el apartado de Introducción (5.3.), la mejor 
forma para obtener este tipo de estructuras de confinamiento 
nanométrico se basa en el empleo de polimerizaciones controladas CRP. 
De los tres tipos de CRPs conocidos hasta el momento, la polimerización 
RAFT ha sido la más utilizada debido a su compatibilidad con el 
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mecanismo de impronta y a que permite la obtención de recubrimientos 
de MIP homogéneos y de tamaño nanométrico sobre distintos soportes 
que actúan como núcleo.  
Los resultados presentados en este apartado se obtuvieron 
durante la estancia de investigación realizada en el Centro de 
Investigación Cooperativa en Biomateriales (CIC biomaGUNE) de San 
Sebastián – Donostia. El grupo de acogida, BioNanoPlasmonics, dirigido 
por el Prof. Luis M. Liz Marzán, es pionero, a nivel mundial, en la 
síntesis y caracterización de todo tipo de estructuras coloidales 
metálicas con propiedades plasmónicas, así como en el desarrollo de 
nano(bio)sensores ópticos basados en este fenómeno.679 
La alternativa propuesta para solventar las limitaciones de los 
sensores basados en medidas de fluorescencia y ensayos competitivos 
descritas anteriormente consistió en la fabricación de estructuras de 
tipo núcleo-recubrimiento empleando coloides de oro como núcleo. La 
nanopartícula metálica se recubre primero de una capa mesoporosa de 
gel de sílice de 25 nm de espesor que protege el núcleo y facilita el 
crecimiento de ramificaciones de oro, de forma autocatalítica, a partir 
del mismo. Este tipo de nanoestructuras compuestas (denominadas 
bAu@mSiO2) habían demostrado interesantes propiedades físico-
químicas e incrementos significativos de la señal Raman, empleando la 
técnica SERS, del colorante violeta de metilo.680 La idea, por tanto, era 
generar cavidades de reconocimiento selectivo, de forma controlada, 
sobre el recubrimiento de gel de sílice, localizándolas en los 
denominados “puntos calientes” (hot spots) del nanomaterial. Tras el 
reconocimiento selectivo del analito por parte del MIP, se procedería a 
medir la señal Raman-SERS, amplificada por la nanopartícula de oro. 
Los detalles experimentales de la preparación de las partículas descritas 
en este apartado se describen en el Material Suplementario del trabajo 
7.7. (pp. 360 – 364). 
Las nanoesferas de oro empleadas como núcleo (𝑟𝐴𝑢 = 7.0 ± 0.4 
nm) se obtuvieron empleando el método de Turkevich, basado en la 
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reducción del oro con citrato sódico.681 Los iones citrato, que evitan la 
agregación de los coloides formados, son intercambiados, en una etapa 
posterior, por moléculas de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB). 
Finalmente, el recubrimiento sol-gel de dicho coloide se realiza en un 
medio hidroalcohólico, en presencia de CTAB y empleando TEOS como 
precursor, siguiendo un procedimiento previamente descrito en la 
bibliografía,680 con ligeras modificaciones. Las nanopartículas 
Au@mSiO2 obtenidas se sometieron a un posterior tratamiento térmico 
a 300 ºC durante 6 h con el fin de incrementar la estabilidad del 
recubrimiento de gel de sílice, haciendo, además, que la nanopartícula 
adquiera una estructura similar a la de un aerogel. Este proceso 
asegura la transformación (curado) de los restos de sol que quedan 
retenidos en la matriz sólida del gel de sílice, estabilizando las cavidades 
mesoporosas vacías producidas al eliminar el CTAB mediante un lavado 
previo en medio ácido (HCl 1 M en EtOH). La Figura 92 muestra una 
imagen TEM de las partículas obtenidas, Au@mSiO2 (𝑟𝑆𝑖𝑂2 = 25 ± 4 nm). 
 
Figura 92. a) Micrografía TEM de las nanopartículas de tipo Au@mSiO2 (tratamiento 
térmico a 300 ºC, 6 h). b) Detalle de las partículas mostradas en (a) incrementando la 
nitidez y el brillo un 40 y 50%, respectivamente, y disminuyendo el contraste un 40%. Se 
observa la morfología radial de los canales mesoporosos vacíos tras la eliminación del 
CTAB. 
Además de permitir el crecimiento de las ramificaciones de oro 
desde el núcleo, la gran ventaja de este tipo de estructuras mesoporosas 
es que presentan una elevada área superficial efectiva para la 
funcionalización, muy superior a la de los recubrimientos sol-gel 
sintetizados en ausencia de surfactantes. Por otra parte, se demostró 
que, en ausencia del tratamiento térmico, los recubrimientos sol-gel no 
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eran estables durante las etapas de funcionalización, originándose el 
colapso de los microporos (Figura 7 b, p. 366). 
La preparación de los nanocompuestos de oro-sílica-polímero a 
partir de las partículas Au@mSiO2 se llevó a cabo siguiendo dos vías de 
síntesis diferentes (Figura 1, p. 347): 
1) En la primera aproximación (b1Au), a partir de las partículas 
Au@mSiO2 se procedió al crecimiento autocatalítico de las 
ramificaciones de oro adicionando los reactivos responsables de dicho 
crecimiento: i) en una única etapa (crecimiento directo); o ii) en diez 
etapas sucesivas, distribuyendo la cantidad total de reactivos en diez 
alícuotas discretas, con el objeto de llevar a cabo la ramificación de 
forma controlada (Figura 2, p. 350). Comparando ambas metodologías, 
se observó que la adición de los reactivos por etapas originaba 
ramificaciones mejor definidas y de mayor calidad morfológica que las 
obtenidas en una única adición. Una vez obtenidas las estructuras 
ramificadas (b1Au@mSiO2), se llevó a cabo su funcionalización con el 
agente RAFT (b1Au@mSiO2@RAFT) y, finalmente, su polimerización en 
presencia de la mezcla precursora de MIP o de polímero control (CIP), 
originando los nanocompuestos híbridos denominados 
b1Au@mSiO2@MIP y b1Au@mSiO2@CIP, respectivamente. En este 
trabajo no fue posible preparar polímeros NIP como referencia del MIP 
debido a la excesiva reactividad de la mezcla de prepolimerización en 
ausencia de una molécula plantilla, que dio lugar, en todos los casos, a 
la desagregación de las nanopartículas de oro. Por este motivo, los 
polímeros empleados como referencia o control se prepararon en 
presencia de Boc-L-fenilalanina (Boc-Phe-OH) como plantilla. A pesar de 
que la interacción entre ácidos carboxílicos y amidas es más débil que 
la interacción entre ácidos carboxílicos y aminas,682 en principio es 
posible la formación de enlaces de hidrógeno entre la Boc-Phe-OH y el 
MAA, tal y como se representa en el esquema de la Figura 93. 
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Figura 93. Esquema de obtención de los nanocompuestos híbridos b1Au@mSiO2@MIP 
(superior) y b1Au@mSiO2@CIP (inferior) a partir de la polimerización de las 
nanopartículas b1Au@mSiO2@RAFT. 
2) Mediante la segunda aproximación (b2Au), las nanopartículas 
Au@mSiO2 se funcionalizaron con el agente RAFT (Au@mSiO2@RAFT) y 
se polimerización en presencia de la mezcla precursora de MIP o 
polímero control (Au@mSiO2@MIP/CIP) antes de llevar a cabo el 
crecimiento de las ramificaciones de oro. Dado que los canales a través 
de los cuales se lleva a cabo la ramificación del núcleo de oro podrían 
encontrarse rellenos de polímero, se decidió disolver la estructura 
mesoporosa tras la polimerización, obteniendo así las partículas 
Au@MIP/CIP. Ambas nanoestructuras, Au@mSiO2@MIP/CIP y 
Au@MIP/CIP, se ramificaron siguiendo el proceso descrito en la primera 
aproximación, en una o diez etapas. Las partículas obtenidas, 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP y b2Au@MIP/CIP, se muestran en la Figura 94. 
Las secuencias de micrografías TEM de la formación de las 
ramificaciones mediante la adición por etapas de los reactivos 
precursores se muestran en las Figuras 4 y 11 (p. 351 y p. 368, 
respectivamente). 
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Figura 94. Esquema del proceso de obtención de las partículas b2Au@mSiO2@MIP y 
b2Au@MIP. Las micrografías TEM muestran la morfología de las ramificaciones 
obtenidas tras el proceso de adición de los reactivos en una (b, d) o varias etapas (a, c), 
para los nanocompuestos b2Au@mSiO2@MIP (a, b) y b2Au@MIP (c, d). Los resultados 
obtenidos para las partículas b2Au@mSiO2@CIP y b2Au@CIP fueron similares. 
De todos estos experimentos se concluyó que la adición 
secuencial de reactivos de ramificación permite obtener 
nanocompuestos más homogéneos y de mayor calidad que los 
preparados en una única adición, tanto para las partículas obtenidas 
mediante la aproximación b1Au como por la b2Au, mejorando 
significativamente los resultados reportados en la bibliografía.680 Por 
este motivo, se seleccionó este procedimiento para la preparación de las 
partículas ramificadas, aunque la actividad SERS se evaluó en todos los 
casos. 
La caracterización mediante TEM reveló que las estructuras 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP (Figura 4, p. 351) presentaban unas 
ramificaciones mejor definidas que las obtenidas para las 
nanopartículas b1Au@mSiO2 (Figura 2, p. 350), mientras que los 
nanocompuestos b2Au@MIP/CIP (Figura 11, p. 368) dieron lugar a 
crecimientos pseudoesféricos cuando se llevó a cabo la disolución del 
recubrimiento de gel de sílice. El proceso de ramificación de estos tres 
nanocompuestos se monitorizó mediante espectroscopia UV-Vis (Figura 
5, p. 353). En el caso de las partículas b1Au@mSiO2 se observó un 
desplazamiento batocrómico del máximo de la banda del plasmón desde 
Ramificación
HFAu@mSiO2@MIP
Au@MIP
Ramificación
b2Au@mSiO2@MIP
b2Au@MIP
Adición múltiple Adición única
a) b)
d)c)
50 nm 50 nm
50 nm 50 nm
20 nm
50 nm
50 nm
Discusión integradora 
460 
522 nm hasta 537 nm, correspondiente al núcleo esférico, que indicaba 
un incremento del tamaño del mismo como se confirmó en las 
micrografías TEM. Después de la tercera adición de reactivos 
precursores de la ramificación, se observó la aparición de una banda 
relativamente ancha en el espectro de absorción, alrededor de 800 nm, 
que se desplazaba, tras adiciones consecutivas, hacia la región IR del 
espectro y que aumentaba en intensidad. En el caso de las partículas 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP, el comportamiento resultó similar, con la 
diferencia de que la aparición de las ramificaciones se observó desde la 
primera adición de reactivos, sin que se produjera el desplazamiento 
bato e hipercrómico de la banda original correspondiente a los núcleos 
esféricos. Este fenómeno se asoció al alto grado de encapsulamiento del 
núcleo al estar rodeado por el recubrimiento de gel de sílice y polímero. 
Por otra parte, debido a la ausencia de microporos en el recubrimiento 
de gel de sílice, las partículas b2Au@MIP/CIP no mostraron la banda 
asociada a las ramificaciones, demostrando así la necesidad de la capa 
sol-gel para la obtención de las estructuras deseadas. La banda del 
plasmón original (522 nm) aumentó su absorción y se desplazó hacia el 
rojo (580 nm) después de la décima adición de los reactivos, indicando 
un crecimiento isótropo del núcleo sobre el cual los nuevos átomos de 
oro se redujeron aprovechando las cavidades dejadas por el gel de sílice 
cuando éste fue disuelto. 
Los nanocompuestos obtenidos mediante ambas aproximaciones 
y por ramificación en una o varias etapas, b1Au@mSiO2@MIP/CIP, 
b2Au@mSiO2@MIP/CIP y b2Au@MIP/CIP, se incubaron en presencia de 
concentraciones crecientes de ENRO (Tabla 2, p. 365) para evaluar sus 
capacidades de reconocimiento selectivo. De todas ellas, únicamente las 
nanopartículas b1Au@mSiO2@MIP/CIP, sintetizadas adicionando los 
reactivos en varias etapas, mostraron señal Raman-SERS. 
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Figura 95. Esquema del proceso de obtención de la señal Raman-SERS del ENRO en 
las partículas b1Au@mSiO2@MIP/CIP. Las cavidades de reconocimiento selectivo, tanto 
en el MIP (superior) como en el CIP (inferior) se encuentran entre las ramificaciones de la 
nanopartícula de oro. En una primera etapa se lleva a cabo la incubación de las 
nanopartículas con el antibiótico (1). A continuación, las nanopartículas se interrogan 
con un microscopio Raman confocal, empleando un láser de 785 nm como fuente de 
excitación (2). La nanopartícula absorbe fuertemente la radiación incidente, transfiriendo 
su energía, mediante distintos procesos físicos, a la plantilla, la cual ve incrementada su 
energía vibracional. Este efecto tiene lugar siempre y cuando la molécula se encuentre 
en el interior de los denominados “hot spots”, en los que tiene lugar el solapamiento de 
los campos electromagnéticos modificados por las ramificaciones como consecuencia de 
la absorción de la radiación electromagnética. 
 Como se observa en el esquema representado en la Figura 95, 
cuando las nanopartículas se incuban en presencia de ENRO, éste 
penetra en el interior de las cavidades de reconocimiento selectivo en el 
MIP, pero no en el CIP, ya que el tamaño de las cavidades del CIP no es 
el adecuado. Cuando las partículas se irradian con un láser de 785 nm, 
la radiación es absorbida por la nanopartícula de oro, transfiriendo 
parte de la energía a la molécula de ENRO si ésta se localiza entre dos 
ramificaciones de dicha nanopartícula. De todos los posibles fenómenos 
físico-químicos y electromagnéticos subyacentes al aumento de la 
energía vibracional de una molécula, aquellos basados en la 
modificación del campo local cuando la longitud de onda de excitación 
resuena con la excitación de los plasmones en la partícula metálica son, 
estadísticamente, los más abundantes.139 El fenómeno depende, 
estrechamente, de la longitud de onda de la radiación incidente, 
obteniéndose señales Raman-SERS mucho más débiles cuando la 
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excitación se llevó a cabo con un láser de 633 nm. El efecto cooperativo 
y sinérgico de los campos electromagnéticos modificados entre dos 
ramificaciones de oro es el responsable de la aparición de los hot spots, 
los cuales originan un incremento de la señal Raman del analito, siendo 
posible su detección incluso a concentraciones nanomolares. 
Estadísticamente, es lógico pensar que algunas cavidades de 
reconocimiento selectivo se emplacen lejos de estos “puntos calientes”, 
es decir, en zonas donde no se produce un acoplamiento plasmónico 
eficiente. En este sentido, para las concentraciones ensayadas de ENRO, 
las nanopartículas no dieron lugar a una señal cuantificable debida al 
reconocimiento del analito en dichas cavidades 
 El hecho de que las partículas b2Au@mSiO2@MIP/CIP no 
presentaran actividad en SERS en presencia de ENRO, a pesar de la 
presencia de ramificaciones en las nanopartículas, podría explicarse en 
base a los procesos de fabricación de las mismas. Que las 
ramificaciones se generen con posterioridad a la síntesis del polímero 
implica que las cavidades de reconocimiento selectivo generadas 
durante el proceso de impronta pueden servir, junto con los canales del 
recubrimiento del gel de sílice, como orificios para el proceso de 
reducción autocatalítico, dando lugar a su posible destrucción. Existen 
ejemplos de la destrucción de estas cavidades durante tratamientos 
físicos agresivos como, por ejemplo, la trituración de un polímero en 
bloque.163 Incluso, en algunos casos, se ha demostrado que la 
extracción de la molécula plantilla del sitio de unión puede provocar el 
colapso de los huecos generados.683 Estos aspectos apoyarían la 
hipótesis de la destrucción de los sitios de unión durante el crecimiento 
de las ramificaciones, tal y como se esquematiza en la Figura 96. En 
relación a las partículas b2Au@MIP/CIP, el pobre acoplamiento 
plasmónico observado está justificado por la ausencia de ramificaciones 
bien definidas (Figuras 5 c y 11, p. 353 y p. 368, respectivamente). 
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Figura 96. Esquema propuesto de la destrucción de la integridad de los sitios de unión 
específicos en el MIP después del crecimiento de las ramificaciones en la nanopartícula 
de oro. Las partículas Au@mSiO2@RAFT se polimerizaron, en una primera etapa, para 
generar el recubrimiento MIP. En una etapa posterior, los nanocompuestos 
Au@mSiO2@MIP se ramifican a partir del núcleo de oro, haciendo crecer las 
ramificaciones a través de los microporos libres del recubrimiento de gel de sílice y las 
cavidades interiores de los polímeros, lo que origina la posible destrucción de los sitios 
de unión selectivos. De esta forma, aunque las partículas b2Au@mSiO2@MIP se 
obtuvieron empleando la misma mezcla de prepolimerización que en el caso de las 
b1Au@mSiO2@MIP, la entrada del analito a los sitios de unión selectivos en las primeras 
estaría impedida por la presencia de las ramificaciones de oro. 
Por otra parte, las nanopartículas obtenidas por medio de la 
adición de los reactivos en una única etapa tampoco mostraron señales 
Raman amplificadas ya que, a pesar de mostrar puntas más afiladas, el 
número de ellas fue significativamente inferior al correspondiente 
cuando los reactivos se adicionan por etapas. Todos estos aspectos, 
junto con la posible destrucción de los sitios de unión en las partículas 
de tipo b2Au y la ausencia de señales durante su caracterización 
mediante Raman-SERS, llevaron al descarte de estos nanocompuestos 
en favor de las nanopartículas b1Au@mSiO2@MIP/CIP. 
Una vez seleccionadas las nanopartículas más adecuadas para la 
obtención del sensor, se procedió a realizar un estudio de su 
reconocimiento selectivo empleando un medio MeCN:HEPES (25 mM, 
pH 7.5) 50:50 (v/v). Las condiciones de ensayo se describen en la Tabla 
3 (p. 365). El tiempo de incubación se fijó en 10 min, ya que un estudio 
previo, llevado a cabo incubando 25 nM de partículas (en términos de 
Au0) y en presencia de una disolución de ENRO 40 nM en MeCN, 
demostró que no existían diferencias significativas en la intensidad 
Raman obtenida tras 10 y 60 min de incubación, obteniéndose señales 
Raman de 829 ± 43 y 837 ± 36 cps, respectivamente.  
HAuCl4 / AgNO3 / HCl
Ácido ascórbico
Discusión integradora 
464 
Las señales Raman-SERS más relevantes del ENRO (Figura 12, p. 
368) corresponden a la deformación =C-H (693 cm-1), la vibración en el 
plano de los grupos metileno (rocking, 748 cm-1), la deformación del 
anillo de benceno sustituido (771 cm-1), la flexión simétrica en el plano 
de los enlaces C-H (rocking, 1070 cm-1), la vibración simétrica O-C-O del 
grupo ácido carboxílico/carboxilato (1400 cm-1), la vibración del anillo 
sustituido de benceno (1465 cm-1), la extensión de dicho anillo (1594 
cm-1) y la elongación del grupo C=O (1624 cm-1).684,685,686 Con fines 
analíticos se seleccionó la banda centrada en 1400 cm-1. La señal fue 
corregida por el fondo espectral (background) asociado a la elevada 
autofluorescencia que presenta el composite SiO2-polímero.  
Los espectros Raman para diferentes concentraciones de ENRO 
en las partículas b1Au@mSiO2@MIP, así como la representación de la 
variación de la intensidad Raman de la banda centrada en 1400 cm-1 en 
función de la concentración de ENRO en ambas partículas (MIP/CIP), se 
muestran en la Figura 97.  
  
Figura 97. Espectros Raman de distintas concentraciones de ENRO (0 – 255 nM) en las 
nanopartículas b1Au@mSiO2@MIP (25 nM Au0) incubadas durante 10 min en 
MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) 50:50 (v/v). Longitud de onda del láser de excitación: 
785 nm. Espectros registrados con un microscopio Raman confocal durante 10 s. 
Insertos: izquierda, curvas de calibrado para las partículas b1Au@mSiO2@MIP 
(cuadrados negros, n = 3) y b1Au@mSiO2@CIP (círculos rojos, n = 3); derecha, ampliación 
de la banda centrada en 1400 cm-1 correspondiente a la vibración simétrica O-C-O. 
 Cuando las nanopartículas de b1Au@mSiO2@MIP se incubaron en 
ausencia de ENRO, se observó una intensidad Raman residual (156 ± 
75 cps) centrada en 1407 cm-1 (primer cuadrado negro de la curva de 
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calibrado). La presencia de este pico se asoció a la presencia del 
monómero MAA en las cavidades de reconocimiento selectivo 
localizadas cerca de las ramificaciones, el cual presenta una vibración 
O-C-O similar a la del antibiótico.687 Al incrementarse la concentración 
de ENRO se observó, además de un aumento de la intensidad, un 
desplazamiento progresivo del máximo de la banda analítica hasta 1398 
cm-1. En el caso de las nanopartículas b1Au@mSiO2@CIP no se observó 
un incremento significativo de la banda en la región 1350 – 1455 cm-1 
al aumentar la concentración de ENRO, debido posiblemente a que las 
cavidades de reconocimiento del CIP: i) no son selectivas al ENRO; y ii) 
se sitúan en las capas más externas del nanomaterial y, por tanto, más 
alejadas de las ramificaciones. La débil estabilidad de la interacción 
entre el MAA y el Boc-Phe-OH, así como la distinta reactividad de los 
monómeros en presencia de esta plantilla, podría dar lugar a una 
polimerización más tardía del complejo, justificando estas 
observaciones.688,689,162 En cualquier caso, las diferencias observadas 
entre el comportamiento de las nanopartículas b1Au@mSiO2@MIP y 
b1Au@mSiO2@CIP demuestran la eficiencia del proceso de impronta en 
el caso del MIP. 
 La representación de los resultados empleando una escala 
semilogarítmica permitió su ajuste a un modelo de regresión lineal 
(Figura 13, p. 368), obteniéndose unos valores para el LOD y el LOQ de 
1.5 nM y 3.7 nM, respectivamente. De esta forma, se confirmó que el 
nanosensor desarrollado, basado en el efecto SERS, es capaz de 
alcanzar el menor límite de detección descrito en bibliografía para este 
antibiótico. Concretamente, el LOD estimado con este sensor es dos 
órdenes de magnitud inferior al reportado para otros nanosensores 
basados en partículas de tipo Au@MIP, incluso en presencia de la 
corteza de gel de sílice.271 
Para completar la caracterización del sensor, se llevó a cabo el 
estudio de la reactividad cruzada (selectividad) de las partículas 
b1Au@mSiO2@MIP/CIP frente a otras moléculas: la Boc-Phe-OH, usada 
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como molécula plantilla en la síntesis del CIP, y las β-lactamas 
ampicilina (AMPI) y penicilina G estreptomicina (PENGS), cuyas 
estructuras se incluyen en la Figura 14 (p. 369). La incubación con 
estas moléculas se llevó a cabo a una concentración de 250 nM, de 
acuerdo a los parámetros indicados en la Tabla 4 (p. 366). Los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 98 y los valores de 
intensidad Raman se recogen en la Tabla 1 (p. 357). 
 
Figura 98. Estudio de reactividad cruzada de las partículas b1Au@mSiO2@MIP (negro) 
y b1Au@mSiO2@CIP (rojo) (concentración 25 nM, en términos de Au0) para una 
concentración de analito de 250 nM. Ensayos realizados por triplicado (RSD < 61%). 
Todos los analitos ensayados en este estudio presentan un grupo 
acido carboxílico, cuya banda Raman característica, centrada en 1400 
cm-1 (tensión simétrica del enlace O-C-O), fue empleada para su 
cuantificación.684,685,686,690,691 Como era de esperar, solo las 
nanopartículas b1Au@mSiO2@MIP mostraron reconocimiento selectivo 
hacia el ENRO, mientras que las nanopartículas b1Au@mSiO2@CIP 
presentaron cierta selectividad hacia su plantilla, la Boc-Phe-OH, 
aunque las variaciones de señal fueron muy inferiores a las obtenidas 
para el MIP en presencia de ENRO. Esto estaría de acuerdo con la 
hipótesis planteada anteriormente según la cual las cavidades de 
reconocimiento del CIP se encuentran alejadas de las ramificaciones de 
la nanopartícula. La incubación de las nanopartículas 
b1Au@mSiO2@MIP con Boc-Phe-OH demostró la ausencia de 
reactividad cruzada con este analito, mientras que la señal Raman del 
b1Au@mSiO2@CIP en presencia de ENRO fue un 26% (RSD < 40%) de la 
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señal observada con el MIP. El CIP también mostró una cierta afinidad 
por los antibióticos AMPI y PENGS, con señales del 34% (RSD < 30%) y 
37% (RSD < 47%) de intensidad en relación a la respuesta del Boc-Phe-
OH, respectivamente. Por otra parte, estos dos analitos mostraron un 
10% (RSD < 21%) y 20% (RSD < 61%) con respecto a la señal del ENRO 
al ser incubadas en el MIP, demostrando así la elevada selectividad y 
sensibilidad del nanosensor SERS desarrollado. 
Como resumen, en este último apartado de la discusión 
integradora se han expuesto las distintas nanoestructuras fabricadas 
para la obtención de nanosensores de impronta molecular basados en el 
efecto SERS. El recubrimiento de las nanoesferas de oro con una capa 
de gel de sílice mesoporosa de 25 nm de espesor, con capacidad de 
alojar ramificaciones de dicha nanopartícula, permitió obtener los 
núcleos más adecuados para el desarrollo de este sensor. Por otra parte, 
las ramificaciones más apropiadas para el incremento de la señal 
Raman se obtuvieron adicionando la mezcla de los reactivos de 
ramificación en etapas sucesivas antes del recubrimiento de la 
nanopartícula con el polímero MIP, ya que, de otra forma, su 
crecimiento puede afectar a la integridad de las cavidades de 
reconocimiento selectivo. Los sitios de unión selectivos en las 
nanopartículas b1Au@mSiO2@MIP se localizaron próximos a las 
ramificaciones oro, haciendo que la señal Raman del antibiótico ENRO 
retenido en estas cavidades se incrementara significativamente gracias 
a su solapamiento con los “puntos calientes” generados por dichas 
ramificaciones. De esta manera se consiguió una doble selectividad: la 
derivada del proceso de impronta y la debida a la técnica analítica, dado 
que el espectro Raman-SERS es único para cada especie analizada. La 
caracterización del nanosensor permitió obtener un LOD de 1.5 nM de 
ENRO y reducir el tiempo de incubación de 60 min a tan solo 10 min, 
siendo este valor inferior a los reportados hasta la fecha para el análisis 
de ENRO mediante un sensor basado en nanomateriales Au@MIP. 
Además, el sensor presentó una reactividad cruzada prácticamente nula 
frente a otros antibióticos. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONS 
 
Conclusions 
471 
Molecularly imprinted polymer for label-free integrated optical 
waveguide bio(mimetic)sensors 
1. A new integrated optical waveguide sensor based on a molecularly 
imprinted polymer (MIP) for label-free enrofloxacin (ENRO) detection 
has been developed. 
2. Two different MIP formats have been fabricated: in bulk and in the 
form of a diffraction grating. The polymeric materials have been 
characterized optically infiltrating different colourless solvents to 
assess both their refractive index and optical absorption. 
Visible/near-infrared spectrophotometry and diffraction efﬁciency 
measurements yielded similar values for their refractive indexes 
(1.520 ± 0.009 and 1.516 ± 0.009) and porosities (50 ± 5 % and 
47 ± 3 %). 
3. Spectrophotometric measurements showed that optical scattering 
dominates when the refractive indexes of the polymer and the 
infiltrated liquid differ significantly. Inﬁltration with an index 
matching solvent (chlorobenzene) reduces scattering and allows 
estimating the polymer optical loss (0.2 cm−1 at 632 nm). 
4. Binding of ENRO molecules to the MIP leads to an increase of the 
grating optical thickness, which can be attributed to a variation of 
the polymer refractive index, an increase of the grating thickness, or 
a combination of both.  
5. No selective recognition was observed for flumequine (FLU), a 
structurally related antibiotic of ENRO. 
6. The linear dynamic range of the sensor was 0 – 70 µM ENRO. 
7. Polymer diffraction gratings required long incubation times of, at 
least, 48 h to reach a stationary signal. 
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Fabrication of luminescent nanostructures by electron-beam direct 
writing of PMMA resist 
1. For the first time, luminescent micro- and nanopatterns have been 
described using commercial poly(methacrylic acid) (PMMA) resists 
and electron beam lithography (EBL). 
2. The research demonstrates a straightforward (one-step) method to 
fabricate light-emitting organic nanopatterns on chips. Potential 
applications of negative tone PMMA-based nanostructures may 
include integration of light sources in photonic and optoﬂuidic chips, 
as well as fabrication of nanometer sized marks for ﬂuorescence 
microscopy, national security issues or biochemical sensing. 
3. Photoluminescence (PL) emission shows a linear dependence with 
the electron irradiation dose.  
4. Raman spectroscopy showed the formation of C=C double bonds as 
electron dose increases, so the PL emission was attributed to the 
formation of olefinic chains when the PMMA-based resists were 
electron irradiated. 
5. Molecular imprinting micropatterns fabricated with a commercial 
P(MMA-co-MAA) and 2-aminoacridone (2AA) as template showed no 
selective recognition using EBL as writting technique. This fact was 
ascribed to the poor attachment of the patterns to the substrate, the 
unknown MAA:2AA mol ratio in the pre-polymerization mixture and 
the overlap of the 2AA and PL emission.  
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Ultrasensitive non-chemically ampliﬁed low-contrast negative 
electron beam lithography resist with dual-tone behaviour 
1. A new copolymer based on methacrylic monomers has been 
synthesized and characterized as a new high-sensitivity negative-
tone EBL resist. 
2. The resist has an electron-dose crosslinking threshold as low as 
0.5 µC/cm2, i.e., an order of magnitude lower than commercially 
available chemically amplified EBL resists, as well as a low contrast 
(1.2). Therefore, the new resist is suitable for patterning organic and 
inorganic 3D micro- and nanostructures. 
3. X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) characterization showed the 
formation of new C-C bonds and no change in the chemical 
composition upon exposure to an electron beam. 
4. The developed resist showed good adherence to Si substrates and 
chemical-resistance in methanol, being a suitable mask for wet and 
dry silicon etching. 
5. The resist was optically transparent, showing PL emission when 
cross-linked at very low electronic doses. The copolymer exhibited 
dose-dependent dual-tone behaviour, supporting its potential to 
technological applications. 
6. The MIP showed no selective recognition for the template 2AA, 
probably due to the weak interactions with the 2-hydroxyethyl 
methacrylate (HEMA) monomer. 
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Cross-linkable linear copolymer with double functionality: resist for 
electron beam nanolithography and molecular imprinting 
1. A new linear copolymer has been synthesized and characterized 
showing a suitable behaviour as EBL resist and molecular 
imprinting functional precursor. 
2. The synthesis was based on the free radical copolymerization of 
2-aminoethyl methacrylate (AEM) and (trimethylsilyl)methacrylate 
(SIMA). AEM monomer allowed the introduction of double bonds in 
the linear chain, whereas the hydrolysis of SIMA yielded carboxylic 
acid groups able to interact by hydrogen bonds with amino-
containing target molecules. 
3. The high adhesion of the resist to silicon substrates was attributed 
to the presence of non-hydrolyzed SIMA monomers (28%) in the 
copolymer chain. 
4. A threshold electron dose and contrast as low as 1.5 µC/cm2 and 
2.0, respectively, were obtained when the copolymer was used as 
EBL resist. 
5. A dose-dependent dual-tone behaviour of the copolymer was also 
observed, working as negative resist for low (0.7 – 100 µC/cm2) and 
high (> 4 mC/cm2) electron doses, and as positive resist for 
intermediate electron doses (0.1 – 4 mC/cm2). A physicochemical 
mechanism based on the fragmentation and diffusion rates of 
radical species was proposed to explain these results. 
6. EBL and photolithography micro- and nanopatterns of a MIP for 
rhodamine 123 (R123) were successfully written exploiting the 
positive tone of the resist. 
7. The MIP-based patterns showed highly specific recognition for R123 
with a limit of detection of 92 nM after 3 h incubation. 
8. No cross-reactivity with two R123 structurally related analogs, i.e., 
rhodamine 6G and rhodamine B, was observed. 
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Experimental mixture design as a tool for the synthesis of 
antimicrobial selective molecularly imprinted monodisperse 
microbeads 
1. An experimental mixture design strategy has been applied to assess 
the eﬀect of the type and amount of cross-linker on the morphology 
and porosity of MIP-based microbeads prepared by precipitation 
polymerization. 
2. Divinylbenzene (DVB) and ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) 
showed a significant effect on the microbeads morphology. 
Monodispersed spherical-shaped beads were synthesized with pure 
DVB and a DVB:EDMA (1:1, mol) mixture in acetonitrile, resulting 
in particle diameters of 2.86 ± 0.03 m and 3.22 ± 0.03 m, 
respectively. The specific surface area of the microbeads for both 
compositions was lower than 5 m2/g. 
3. The microbeads synthesized with a DVB:EDMA cross-linker mixture 
showed the best robustness and compressibility properties at high 
pressure drop. 
4. Binding sites were characterized by electron paramagnetic 
resonance (EPR) spectroscopy. The results confirmed a significant 
decrease of the mobility and diffusion inside the selective 
recognition sites. 
5. Imprinting factors higher than 3.3 for the ENRO template were 
found when the MIP was incubated in a MeCN:HEPES (pH 7.5) 
25:75 (v/v) solvent mixture. 
6. The number, affinity and heterogeneity of binding sites were 
estimated by a Freundlich isotherm-affinity distribution analysis. 
The apparent number of sites and weighted average affinity were 
higher for the DVB-based MIP than for the DVB:EDMA-based MIP. 
7. Cross-reactivity was observed with structurally related analogs of 
ENRO, i.e., ciprofloxacin, norfloxacin, sarafloxacin, danofloxacin and 
levofloxacin.  
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Fiber-optic array using molecularly imprinted microspheres for 
antibiotic analysis 
1. A new fluorescence imaging MIP-based fiber-optic sensor microarray 
for ENRO analysis was developed. 
2. ENRO-based MIP and NIP microbeads were fluorescently encoded 
with coumarin-30 and a ruthenium complex molecules, respectively, 
and randomly deposited onto a chemically-etched fiber bundle. 
3. A new BODIPY-derivative labelled ENRO, i.e., bodifloxacin, was 
successfully synthesized and (photo)chemically characterized. 
4. A competitive fluoroimmuno-like assay using the bodifloxacin as 
labelled-ENRO probe was developed. 
5. The experimental conditions selected for the assay were 2 µg 
polymer (per fiber bundle) incubated with 250 nM bodifloxacin in 
MeCN:HEPES (25 mM, pH 7.5) 50:50 (v/v) for 60 min. Within these 
experimental conditions no competition was observed with the 
encoded NIP microparticles.  
6. The analytical characteristics of the competitive assay in the 
analysis of ENRO were assessed. The limit of detection, IC50 and 
linear dynamic range were 40 nM, 3.5 µM and 0.29 – 21.5 µM, 
respectively. 
7. The cross-reactivity with structurally related analogs of ENRO was 
low, i.e., 8% for ciprofloxacin and less than 1% for norfloxacin, 
danofloxacin and flumequin. 
8. Noteworthy, the methodology developed is applicable to multiplexed 
analysis.  
9. The sensor was successfully applied to the analysis of ENRO in 
sheep serum samples. 
10. The results obtained with the sensor were statistically comparable 
(p-value < 0.05) to those obtained by an established HPLC method.  
Conclusions 
477 
Multi-branched gold-mesoporous silica nanoparticles coated with 
molecularly imprinted polymer for label-free antibiotic SERS 
analysis 
1. A new core-shell label-free MIP-based nanosensor for selective 
recognition of ENRO was developed using SERS detection. 
2. Gold nanoparticles were covered by a mesoporous silica layer 
(mSiO2) and the composite material was further used as core to grow 
the MIP-based shell layer. 
3. Silica layer promoted the branching of the gold nanoparticle as well 
as its stability in aqueous media. 
4. Both free and RAFT-controlled radical polymerization showed 
disaggregation of the gold core in the absence of a template molecule. 
Therefore, control imprinted polymers (CIPs) obtained with Boc-L-
phenylalanine as template molecule, were used as a reference for 
the MIP nanocomposites. 
5. Branching of the gold cores by addition of the reagents in ten 
successive steps yielded better quality nanoparticles than in an 
individual step. 
6. Multi-branched bAu@mSiO2@MIP nanoparticles for ENRO, and 
bAu@mSiO2@CIP nanoparticles for Boc-L-phenylalanine, were 
prepared successfully by RAFT-controlled radical polymerization.  
7. A label-free SERS-based assay for selective analysis of ENRO was 
developed, which showed a limit of detection of 1.5 nM after 10 min 
incubation, improving the performance of previously reported SERS 
sensors based on MIPs. 
8. No SERS-activity was observed for those nanocomposites that were 
functionalized and polymerized prior to the branching process, 
probably because the integrity of binding sites was seriously 
damaged. 
9. The cross-reactivity of the bAu@mSiO2@MIP nanoparticles with 
other antibiotics such as the -lactams ampicillin and penicillin G 
streptomycin was very low, 10% and 20%, respectively.  
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